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Resumen 
Se identificaron genes involucrados en la transformación y resistencia a arsénico en bacterias 
cultivables recuperadas de aguas y suelos provenientes de zonas de Colombia con presencia de 
arsénico. La identificación se realizó extrayendo ADN a partir de cepas recuperadas de muestras 
ambientales de la sabana de Bogotá y del municipio Agustín Codazzi del departamento del Cesar. 
Estos aislamientos se escogieron por su capacidad de crecer en medio con arsénico. Mediante el uso 
de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se emplearon iniciadores reportados para amplificar 
dos de los genes del operón ars correspondientes a la bomba de expulsión de arsenito (ArsB) y la 
arsenato reductasa (ArsC), así como genes codificantes para la arsenito oxidasa (AroA/AsoA/AoxB). 
Se realizó una tipificación molecular de las cepas por medio de la amplificación del gen que codifica 
para la unidad ARN ribosomal 16S. Todos los productos de amplificación se discriminaron por 
análisis de Single-Strand Conformational Polymorphism (SSCP) por las diferencias en el perfil de bandas. 
Los genes que mostraron perfiles únicos fueron secuenciados. El análisis bioinformático mostró que 
la mayoría de las cepas de la sabana de Bogotá corresponden al género Pseudomonas, mientras que las 
provenientes del departamento del Cesar pertenecen al género Bacillus y Arthrobacter. El análisis de los 
genes funcionales que codifican para la bomba de expulsión ArsB, mostró que la familia de 
trasportadores transmembranales de arsenito ArsB está presente en el 57,1 % de las cepas estudiadas. 
Se identificó únicamente en una cepa, identificada como Bacillus sp., el gen que codifica para la 
arsenato reductasa ArsC perteneciente a la familia ArsCsa. Con los iniciadores utilizados no se logró 
amplificar el gen codificante para la arsenito oxidasas en ninguna de las bacterias estudiadas. En 
cuanto a las pruebas microbiológicas de resistencia a arsénico, se determinó la concentración mínima 
inhibitoria (CMI) para las cepas estudiadas encontrando que las bacterias de la Sabana de Bogotá 
mostraron mayor resistencia al metal que las bacterias del Cesar con una CMI de 200 mM para 
arsenato y de 20 mM para arsenito. 
 
Palabras clave: Resistencia a arsénico, operón ars, bomba ArsB, arsenito oxidasa, arsenato reductasa, 
diversidad genética. 
Resumen y Abstract X 
 
Abstract 
Genes involved in the transformation of and resistance to arsenic were identified in cuturable bacteria 
isolated from water and soil samples from sites in Colombia with the presence of arsenic. The 
identification was done extracting DNA from strains recovered from environmental samples of the 
Bogota Savannah and the Agustín Codazzi village from the department of Cesar. These isolates were 
chosen by their capacity of growing in medium with arsenic. Through the use of the Polymerase Chain 
Reaction (PCR) previously designed primers were used to amplify two of the genes of the ars operon 
corresponding to the arsenite efflux pump (ArsB) and the arsenate reductase (ArsC) as well as the 
arsenite oxidase (AroA/AsoA/AoxB). A molecular typification of the strains was done amplifiying the 
gene that codifies the 16S RNA ribosomal unit. All amplification products were dereplicated using 
differences in Single-Strand Conformational Polymorphism (SSCP) band patterns. The genes that showed 
unique profiles were sequenced. Bioinformatic analysis showed that most of the Bogotá savannah 
samples belong to the Pseudomonas genus while the strains isolated from the Cesar department belong 
to the Bacillus and Arthrobacter genera. The functional gene analysis for the arsenite extrusion pump 
ArsB showed that the arsenite transmebrane pump family ArsB is present in 57,1 % of the studied 
strains. In only one of the strains, identified as Bacillus sp., the arsenate reductase arsC gene was found 
which belongs to the ArsCsa family. With the chosen primers, it was not possible to identify the coding 
gene for arsenite oxidase in any of the studied bacteria. Microbiological assasys were made in order to 
determine the minimal inhibitory concentration (MIC) for the isolated strains finding that the 
Savannah strains are more resistant to high concentrations of arsenate than the Cesar strains, with 
MIC above 200 mM for arsenate and 20 mM for arsenite.  
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El arsénico es un elemento ubicuo que se encuentra en la superficie de la corteza terrestre. Sus fuentes 
pueden provenir de la erosión natural de las rocas o de actividades antropogénicas como la minería y el 
uso de pesticidas que contienen el elemento (ATSDR, 2007; WHO, 2000). Este metaloide ha sido uno 
de los primeros compuestos reconocidos como agentes carcinógenos y por ello la importancia del 
manejo de sus residuos. Al tener distintos estados de valencia (+5,+3, 0, -3) hace que su tratamiento 
dependa de la conversión a formas insolubles en combinación con otros elementos como el hierro 
(Leist et al., 2000), pero a su vez las impurezas con otros metales hace que su remoción sea ineficiente 
y costosa (Choong et al., 2007). La predominancia de distintas especies de arsénico en el ambiente 
dependen de tanto las características fisicoquímicas del lugar como de la estructura de la comunidad 
microbiana presente, es así como en ciertos ecosistemas se encuentra arsénico en sus formas más 
oxidadas que a su vez son tomadas por los organismos haciendo que se metabolice en formas más 
complejas como arsenobetaína, arsenocolina, arsenoazúcares y arsenolípidos (Dembitsky and Levitsky, 
2004; Koch et al., 1999). 
 
Los microorganismos han desarrollado diferentes mecanismos para enfrentar la toxicidad del arsénico 
en el ambiente que incluyen reacciones de oxidación-reducción que pueden estar mediadas por 
transportadores membranales útiles para los sistemas de expulsión. Algunos han modificado su 
metabolismo para llevar a cabo sus funciones fisiológicas donde utilizan especies de arsénico como 
donadores o aceptores de electrones ligados a la cadena respiratoria (Silver and Phung, 2005). Rosen 
(Rosen, 2002) ha clasificado los mecanismos de detoxificación en cuatro formas comunes: i) la captura 
de As(V) en forma de arsenato por medio de los transportadores de fosfato, ii) la captura de As(III) 
por medio de las acuagliceroporinas, iii) la reducción de As(V) a As(III) por las arsenato reductasas, y 
iv) expulsión activa de As (III). 
 
Uno de los mecanismos de resistencia más estudiados es el del operón ars que puede ser encontrado en 





1992; Rosen, 1999). En la mayoría de microorganismos estudiados se ha encontrado que el operón 
consiste principalmente de tres (arsRBC) o cinco genes (arsRDABC) organizados en una misma unidad 
transcripcional. Este operón se encarga de detoxificar a la célula de arsenato reduciéndolo y 
expulsándolo del interior. Dentro de sus componentes se ha encontrado que ArsR es un represor 
involucrado en la regulación del operón. Cuando As (III) se une a ArsR, se produce un cambio 
conformacional provocando que se disocie del promotor y, de esta manera, empieza la transcripción 
del resto del operón comenzando por la arsenato reductasa (ArsC). El gen arsC codifica para la 
arsenato reductasa que convierte arsenato a arsenito y de esta manera se hace posible que el metaloide 
que ha ingresado a la célula sea expulsado por la bomba de expulsión protéica ArsB en forma de 
arsenito. ArsB es una proteína integral de membrana que en algunos casos se encuentra asociada a una 
ATPasa (ArsA) para promover la expulsión activa del arsenito. ArsD actúa como una 
metalochaperona que transfiere metaloides trivalentes a ArsA incrementando su afinidad y actividad 
ATPasa a bajas concentraciones intracelulares (Achour et al., 2007; Lin et al., 2006; Mukhopadhyay et 
al., 2002; Rosen, 1999). 
 
El estudio de estos procesos es de gran importancia ya que permite conocer la variedad de respuestas 
de los microorganismos ante un agente contaminante y proporciona un mejor entendimiento de la 
forma en que se han adaptado para mitigar el impacto en su metabolismo y de esta manera establecer 
posibles rutas que se puedan aprovechar en aplicaciones tanto biotecnológicas como de 
biorremediación. Siendo que Colombia es considerada a nivel mundial como un país megadiverso 
(Salazar-Holguín et al., 2010), la exploración de los sitios con presencia o contaminados con arsénico 
permitiría encontrar genes que podrían explicar los métodos adaptativos de las bacterias en los suelos 
colombianos y de esta manera hacer posible entender la relación entre las propiedades fisicoquímicas 
de los sitios contaminados y la diversidad de organismos cultivables en ellos. 
 
El presente trabajo hace parte de un marco de investigación interdisciplinaria con otros grupos de 
investigación que se inició con el estudio químico de muestras ambientales de la Sabana de Bogotá, 
más específicamente en la zona de Mosquera donde los cultivos son irrigados con aguas del río del 
mismo nombre. De estos estudios se encontraron concentraciones de arsénico entre 1,07 y 3,62 μg/g 
que se encuentran por debajo de las concentraciones máximas permisibles para un suelo agrícola (20 
µg/g) (Muñoz, 2008) y se obtuvieron aislamientos de bacterias resistentes usando concentraciones 
graduales de arsenito de sodio (Torres and Moreno, 2008). Por otra parte, en el departamento del 
Cesar en el municipio de Agustín Codazzi se obtuvieron cepas resistentes a partir de suelos 
contaminados con plaguicidas dentro de los cuales muchos de ellos contienen arsénico (Torres J., 
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comunicación personal). Estos suelos pertenecen a un proyecto que está realizando la Universidad 
Nacional de Colombia, en la Facultad de Agronomía denominado “Caracterización del sitio 
contaminado antiguo colegio en el municipio de Agustín Codazzi en el Cesar”, cuyo objetivo es 
investigar si en el predio existen enterramientos de plaguicidas (organoclorados y organofosforados) y 
de ser así determinar la contaminación tanto vertical como horizontal de estos contaminantes. A partir 
de estos trabajos se construyó un cepario con las bacterias de ambos puntos de Colombia provenientes 
de tanto la sabana de Bogotá como del departamento del Cesar. 
 
En este trabajo, usando técnicas de biología molecular, se realizó la caracterización de la resistencia a 
arsénico de las bacterias presentes en el cepario identificando los genes correspondientes a la bomba 
transportadora de arsénico arsB, a la arsenato reductasa arsC y a la arsenito oxidasa aroA. A su vez, se 
determinó a nivel molecular el género al cual pertenecen las bacterias que contenían alguno de los 
genes de resistencia a arsénico para relacionarlos con su capacidad transformadora y de resistencia al 
elemento. Los resultados de este trabajo son un complemento a los estudios ya iniciados a través del 
fortalecimiento y aporte de nuevos conocimiento en la biodiversidad autóctona de zonas de Colombia 
con presencia de arsénico y se espera que en un futuro ayuden a impulsar el desarrollo de aplicaciones 




1. Capítulo 1. Estado del Arte 
1.1 Contaminación con arsénico 
 
El arsénico es un elemento ubicuo que exhibe propiedades tanto metálicas como no metálicas y se 
encuentra en la superficie de la corteza terrestre. Generalmente se refiere a este compuesto como 
metal. Sus estados de oxidación más abundantes son las especies trivalentes y pentavalentes, siendo los 
compuestos trivalentes más comunes el trióxido de arsénico, el arsenito de sodio y el tricloruro de 
arsénico. Los compuestos pentavalentes incluyen el pentóxido de arsénico, el ácido arsénico y los 
arsenatos de sodio, plomo y calcio. El arsenito y arsenato de sodio son altamente solubles en agua y su 
cambio de estado de oxidación depende de las condiciones de pH y de la presencia de agentes 
oxidorreductores. En condiciones oxigenadas abunda la forma pentavalente y las filtraciones de éste en 
el suelo suelen ser lentas ya que se une a hidróxidos de hierro y aluminio y por lo tanto se adsorben en 
estas superficies (Sullivan et al., 2010). En el agua las metilaciones de arsénico inorgánico se encuentran 
asociadas a la actividad biológica lo que puede conducir a la liberación de metilarsinas volátiles. Sin 
embargo la mayor parte del arsénico presente en el aire es principalmente inorgánico (WHO, 2000). 
 
Los niveles naturales de arsénico en el suelo se encuentran en el rango de 0,2-4,0 mg/kg. Sin embargo, 
las actividades antropogénicas hacen que aumente la concentración, como la minería que extrae menas 
en las cuales se encuentran sulfuros de arsénico asociados con sulfuros de plata, hierro, plomo, níquel, 
antimonio y cobalto. Se han encontrado niveles de arsénico del 100-2.500 mg/kg en las cercanías de 
fundidoras de cobre (WHO, 2000). Otro proceso que contribuye al aumento de los niveles de arsénico 
es la quema de combustibles de baja calidad especialmente de carbón y el uso de conservantes para 
madera como el CCA (arsenato cromado de cobre) y de pesticidas como ácido cacodílico, 
metilarsenatodisódico (DMSA) y metilarsenato de monosodio (MSMA), hacen que actúen como 
reservorios del metal ya que su degradación es lenta liberándolo al ambiente hasta encontrar niveles 
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En el aire los niveles de arsénico se encuentran en el rango de 1 a 3 ng/m3 en áreas remotas y de 20-30 
ng/m3 en zonas urbanas en Estados Unidos. Las concentraciones pueden alcanzar cientos de 
nanogramos por metro cúbico o pasar los miles en las cercanías de fundidoras y algunas plantas de 
energía dependiendo del contenido de arsénico en el carbón que se consume. El arsénico en el aire se 
encuentra presente en forma de partículas de arsénico inorgánico. Se asume que el arsénico metilado es 
un componente menor, ya que estos compuestos son oxidados rápidamente a las formas trivalentes y 
pentavalentes, siendo la última la más predominante (WHO, 2000).  
 
En aguas subterráneas por lo general se encuentran concentraciones muy bajas por debajo de los 10 
µg/L, pero tienden a ser más altas, hasta 5.000 µg/L, en áreas con actividad volcánica, aguas 
geotérmicas y suelos con alta cantidad de sulfuros (arsenopiritas) (Petrusevski et al., 2007).  
 
Se han encontrado concentraciones de arsénico por encima de las permitidas para aguas de consumo 
en muchos países en todos los continentes. La Tabla 1.1 resume los países que reportan problemas de 
arsénico en aguas subterráneas. 
 
Tabla 1.1. Países donde se han reportado niveles altos de arsénico en aguas subterráneas. Tomado de (Petrusevski 
et al., 2007). 
Asia Bangladesh, Camboya, China, India, Irán, Japón, Myanmar, Nepal, Pakistán, Tailandia, Vietnam. 
Américas Alaska, Argentina, Chile, Dominica, El Salvador, Honduras, México, Nicaragua, Perú, USA. 
Europa 
Austria, Croacia, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungría, Italia, Rumania, Rusia, Serbia, 
Reino Unido. 
África Ghana, Sudáfrica, Zimbabue. 
Pacifico Australia, Nueva Zelanda. 
 
El lugar más crítico con problemas de arsénico es el acuífero del delta de Bangladesh, donde se ha 
encontrado que en el 46% de los pozos examinados exceden los límites permitidos por la OMS, donde 
57 millones de personas se exponen a niveles de arsénico de hasta 2.500 µg/L. 
 
En Suramérica, especialmente en Argentina Chile y Perú, el problema ha sido conocido de hace 
décadas, afectando principalmente poblaciones urbanas y rurales de bajos recursos que no tienen 
acceso a las redes de agua potable. Debido a la amplia extensión del territorio y la cantidad de gente 
que habita en esta región, el problema de As en Latinoamérica alcanza el mismo orden de magnitud 
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como en otras regiones del mundo como el Sur Este de Asia. Los estudios realizados por 
investigadores locales, han identificado zonas donde existen altas concentraciones de arsénico y han 
permitido llevar a cabo métodos de tratamiento apropiados (Bundschuh et al., 2008). Sin embargo, las 
tecnologías todavía no han sido comercializadas debido a la falta de interés de las autoridades, de las 
industrias locales y de agencias internacionales para la cooperación financiera y técnica (Litter et al., 
2010). En Colombia la presencia de arsénico se ha encontrado que es de origen mixto (tanto natural 
como antrópico) y afecta a departamentos del sur de Tolima, Caldas y Nariño en las cordilleras Central 
y Occidental (Callejas, 2007). Sin embargo, no existen muchos estudios dirigidos exclusivamente al 
estudio de la presencia de arsénico en aguas de consumo especialmente en regiones donde no llega el 
agua potable del acueducto y se abastecen de agua subterránea. El decreto 475 de 1998 de la República 
de Colombia, determina los parámetros en los cuales se constituye el uso del agua y los residuos 
líquidos para establecer unos criterios de calidad y determinar las características del agua según su uso. 
En él se consideran concentraciones de arsénico de aguas potables de hasta 0,05 mg/L.  
 
La principal preocupación a la exposición a arsénico se debe a la asociación con el desarrollo de cáncer 
de órganos internos y piel debido a la ingestión o a cáncer de pulmón por la inhalación (Aposhian, 
1997). Es difícil determinar el lento envenenamiento por arsénico ya que toma mucho tiempo para la 
manifestación de síntomas visibles que también se pueden confundir por otras enfermedades. El 
efecto más característico de intoxicación por arsénico es un cambio en la piel que incluyen parches de 
piel oscurecida en forma de cono asociados con ruptura en los vasos sanguíneos por la actividad 
hemolisina de los derivados de arsénico. Los niveles de arsénico para ser considerados como 
venenosos se encuentran alrededor de 60.000 ppb en agua que puede resultar en la muerte. De 300-
3.000 ppb se experimenta irritación en el estómago, náuseas, vómito fatiga, arritmia cardiaca y 
sensación de agujas o puntillas en las manos y pies (ATSDR, 2007). 
 
1.2 Respuestas microbianas a la presencia de arsénico 
 
La predominancia de distintas especies de arsénico dependen de tanto las características fisicoquímicas 
del lugar como de la estructura de la comunidad microbiana presente (Páez-Espino et al., 2009). Es así 
como en ciertos ecosistemas se encuentra arsénico en sus formas más oxidadas junto con la síntesis de 
ciertos arsenoazúcares(Koch et al., 1999). 
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Los microorganismos han desarrollado diferentes mecanismos para enfrentar la toxicidad del arsénico 
en el ambiente que incluyen reacciones de oxidación-reducción que pueden estar mediadas por 
transportadores membranales útiles para los sistemas de expulsión. Algunos han modificado su 
metabolismo para llevar a cabo sus funciones fisiológicas donde utilizan especies de arsénico como 
donadores o aceptores de electrones ligado con la cadena respiratoria (Silver and Phung, 2005). La 
Figura 1.1 ilustra un esquema de los principales mecanismos de transformación de arsénico en 
microorganismos. Pueden ser considerados como procesos de detoxificación (mecanismo 2) o simples 
transformaciones como las metilaciones (mecanismo 6) que en algunos casos no necesariamente llevan 
a eliminar el efecto tóxico del metal (Rosen, 2002). Esta última consideración se encuentra actualmente 
en debate (Páez-Espino et al., 2009; Qin et al., 2006). Por una parte, se ha planteado que son más bien 
formas de almacenar el compuesto donde posiblemente son metabolizados formando compuestos 
metilados o complejos como arsenoazúcares o arsenolípidos (Aposhian, 1997; Mukhopadhyay et al., 
2002) y luego son liberados al ambiente. Se cree que este proceso incrementaría la toxicidad del 
arsénico, en lugar de contribuir a la detoxificación en el caso de células eucariotas ya que las especies 
trivalentes metiladas son más tóxicas que el arsenito inorgánico (Qin et al., 2006; Rosen, 2002).  
 
Pero en microorganismos, aunque la función fisiológica de la metilación de arsénico todavía no es muy 
clara, se ha encontrado que esta reacción produce compuestos volátiles que son fácilmente liberados al 
ambiente (Bentley and Chasteen, 2002) y puede funcionar como un mecanismo de detoxificación y de 
resistencia (Qin et al., 2006). 
 
Rosen (2002) ha clasificado los mecanismos de detoxificación en cuatro formas comunes en tanto 
células procariotas como eucariotas: i) la captura de As(V) en forma de arsenato por medio de los 
transportadores de fosfato ilustrado en la Figura 1.1 (mecanismo 1) por medio de las bombas Pit y Pst; 
ii) la captura de As(III) por medio de las acuagliceroporinas (mecanismo 1) por medio de la proteína 
GlpF; iii) la reducción de As(V) a As(III) por arsenato reductasas en el citoplasma (mecanismo 2, letra 
C en fondo rojo); y iv) expulsión activa de As (III) (mecanismo 2, letra B en fondo verde). En el 
presente proyecto se profundizará sobre la trasformación producida por el operón ars que reduce el 
arsenato, que ingresa por las bombas de fosfato, a arsenito que es expulsado al ambiente. 
 




Figura 1.1. Esquema de los diferentes procesos microbianos involucrados en la transformación de arsénico: 1) 
Transporte de As(III) hacia la célula a través de acuagliceroporinas y As(V) a través de los transportadores de 
fosfato; 2) Transformación de As(V) en As(III) en el citoplasma por los productos del operón ars (letra C en fondo 
rojo representa la arsenato reductasa ArsC) y expulsión del As(III) por proteína de membrana ArsB (letra B en 
fondo verde); 3) Acomplejamiento de As (III) por péptidos ricos en cisteína; 4) Oxidación de arsenito a arsenato; 5) 
Reducción de arsenato a arsenito por cadena respiratoria; y 6) Metilación de arsénico inorgánico. Tomado de 
(Páez-Espino et al., 2009). 
 
1.3 Operón ars 
 
Uno de los mecanismos de resistencia más estudiados es el del operón ars que se encuentra en 
cromosomas (Carlin et al., 1995), transposones (Summers, 1992) y plásmidos (Kaur and Rosen, 1992; 
Rosen, 1999) en bacterias Gram-negativas pertenecientes a las α- y γ-Proteobacterias así como en 
bacterias Gram-positivas como Firmicutes. Varios estudios se han realizado para la detección de los 
genes presentes en este operón para correlacionar su presencia con el fenotipo de resistencia a arsénico 
y sus capacidades de transformación en aislados bacterianos o para usarlos como potenciales 
biomarcadores de contaminación con arsénico (Achour et al., 2007). 
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La configuración básica de este operón consiste principalmente de tres genes arsRBC organizados en 
una misma unidad transcripcional. En algunos casos se pueden encontrar hasta cinco genes 
(arsRDABC). Básicamente este operón se encarga de detoxificar a la célula de arsenato reduciéndolo y 
expulsándolo. Cada operón se encuentra regulado por ArsR que es un represor que responde a la 
presencia de As(III) y Sb(III). Su tamaño es alrededor de 13 kDa y es el producto del primer gen 
codificado en el operón. Cuando el As(III) se une a ArsR, le produce un cambio de conformación 
provocando que este último se disocie del promotor. Todos los represores están relacionados entre si 
y a otros miembros de la familia de represores ArsR que incluyen represores de resistencia a otros 
metales como Zn(II), Cd(II) y Pb(II). El arsenito es expulsado por ArsB, una proteína integral de 
membrana de 45 kDa que proviene de una familia de homólogos altamente similares y que en algunos 
casos se encuentra asociada a una ATPasa (ArsA) para promover la expulsión activa del compuesto. 
ArsC es una arsenato reductasa que convierte arsenato a arsenito y de la cual se hará mención más 
adelante. ArsD actúa como una metalochaperona que transfiere metaloides trivalentes a ArsA 
incrementando su afinidad y actividad ATPasa a bajas concentraciones (Achour et al., 2007; Lin et al., 
2006; Mukhopadhyay et al., 2002; Rosen, 1999).  
1.4 Sistemas de transporte 
 
El arsénico no es esencial para las funciones fisiológicas de las células y hasta ahora no se han 
encontrado organismos con sistemas específicos para su ingreso al interior de las células (Páez-Espino 
et al., 2009; Rosen, 2002). La incorporación se lleva a cabo por medio de transportadores existentes 
debido a la analogía de sus especies químicas a otras moléculas. De esta manera, el arsénico en su 
forma As(V) como arsenato al ser un oxianión (AsO43-) con estructura similar a la del fosfato (PO43-), 
entra a la célula a través de los transportadores de fosfato como se ha estudiado en E. coli con los 
sistemas Pit (transportador de fosfato) y Pst (trasportador de fosfato específico), donde Pit es el de 
mayor actividad para arsénico (Rosen, 2002). El arsenito a pH fisiológico se encuentra como la especie 
neutra As(OH)3 (Sullivan et al., 2010) y se asemeja a un poliol, por lo que las acuagliceroporinas son las 
que incorporan el arsénico en su forma As(III) bien como el Sb(III) que tienen propiedades 
estructurales similares (Porquet and Filella, 2007). La proteína GlpF, un facilitador de glicerol en E. 
coli, al ser mutada hace que confiera mayor resistencia a arsénico ya que afecta considerablemente el 
transporte de polioles (Sanders et al., 1997). Estos sistemas de incorporación son bastante interesantes 
ya que así como puede entrar arsénico también se pueden incorporar otras moléculas cuyos 
mecanismos de transporte todavía no han sido descritos. 
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Por otro lado, la expulsión de arsénico en la mayoría de bacterias se realiza por medio de la proteína 
integral de membrana ArsB la cual es uniporter y puede actuar de dos maneras (Rosen, 2002): i) 
expulsando el arsénico con la energía del potencial de membrana y ii) con ATP al acoplarse con ArsA. 
De estos dos mecanismos, el más eficiente es el segundo: E. coli tiene en su cromosoma el operón 
arsRBC que confiere resistencia moderada, pero cuando de sintetiza ArsA del plásmido R773 las 
células se vuelven más resistentes (Dey and Rosen, 1995; Rosen, 2002). Otra familia de 
transportadores son Arr3p o Acr3p que se encuentra tanto en bacterias como en arqueas y hongos 
(Achour et al., 2007). Los genes arsB predominan en Firmicutes y Gammaproteobacteria mientras que la 
segunda familia de genes predomina en Actinobacteria y Alfaproteobacteria (Achour et al., 2007; Páez-
Espino et al., 2009). 
 
1.5 Mecanismos de reducción 
 
En general se han encontrado dos formas de reducción de arsénico en bacterias. La primera es el 
mecanismo de detoxificación con la proteína ArsC codificado en el operón ars. La segunda es el uso 
del arsenato como receptor final de electrones en la respiración anaerobia (Silver and Phung, 2005). 
 
En la primera forma de reducción indicada, se han reconocido tres familias evolutivamente 
independientes de ArsC: i) la familia E. coli GSH/GrxArsC (ArsCec); ii) la familia Staphylococcus Trx 
ArsC (ArsCsa); y por último iii) la familia de Saccharomyces que dependen de glutatión y glutarredoxina, 
las cuales funcionan de manera distinta a las bacterianas (Mukhopadhyay et al., 2002). Se describe a 
continuación y con mayor detalle las familias indicadas en i) y ii), pues son las relacionadas con 
bacterias, los microorganismos objeto de este estudio. 
 
La familia ArsCec nombrada a partir del plásmido R773 de E. coli tiene un sitio activo conservado con 
un residuo de cisteína (Cys12). El arsenato se une a este sitio y luego es reducido en dos pasos por la 
glutarredoxina (Grx) y glutatión (GSH) produciendo el intermediario Cys12-S-As(III) que luego se 
hidroliza para liberar el arsenito (Rosen, 2002). 
 
La familia ArsCsa nombrada a partir del plásmido pI258 de S. aureus usa tioredoxina (Trx) una pequeña 
proteína intracelular que funciona como un agente reductor de disulfuros y tiene dos residuos de 
cisteína que participan en el ciclo catalítico. Esta familia no está relacionada filogenéticamente con 
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ArsCec aunque sus mecanismos de reacción tienen grandes similitud (Mukhopadhyay et al., 2002; Páez-
Espino et al., 2009; Rosen, 1999; Rosen, 2002). Luego de que ArsC reduzca el arsenato, el arsenito es 
expulsado de la célula por ArsB.  
 
El segundo mecanismo de reducción por cadena respiratoria se lleva a cabo por una proteína asociada 
a membrana codificada en el operón arr que incluye los genes arrA y arrB (Afkar et al., 2003; Krafft and 
Macy, 1998). Sus cofactores son molibdeno, hierro, azufre ácido-lábil y zinc, y es una proteína muy 
específica. ArrA, la subunidad mayor, es una subunidad molibdopterina que contiene un centro hierro 
azufre [4Fe–4S] y ArrB, la subunidad pequeña, contiene un centro [Fe–S] y parece ser una proteína de 
la familia de las DMSO reductasas y de las nitrito reductasas (Krafft and Macy, 1998). En algunas 
cepas se pueden encontrar una tercera subunidad integral ArrC (Páez-Espino et al., 2009). Este 
mecanismo, producto de la respiración anaerobia, parece tener un origen antiguo cuando la atmósfera 
aún no tenía oxígeno (Mukhopadhyay et al., 2002; Páez-Espino et al., 2009).  
 
1.6 Mecanismos de oxidación 
 
La oxidación de As(III) es un proceso realizado por algunos organismos que permite tolerar niveles 
más altos de arsénico. El As(III) es más tóxico que el As(V) ya que se une a los residuos de cisteína en 
las enzimas afectando su actividad. La oxidación de arsénico se ha identificado en varias bacterias 
como Alcaligenes (Stolz et al., 2006; Turner, 1954), Cenibacterium (Muller et al., 2003), Pseudomonas 
(Turner, 1954), Thiomonas (Bruneel et al., 2003), Thermus (Gihring et al., 2001), Agrobacterium (Kashyap et 
al., 2006), Rhizobium (Santini and vanden Hoven, 2004), y Herminiimonas (Muller et al., 2003). La 
arsenato oxidasa se encuentra al exterior de la membrana interna en bacterias Gram negativas como 
Alcaligenes (Silver and Phung, 2005) y su actividad oxidasa ocurre en presencia de azurín o citocromo c 
como receptores de electrones (Mukhopadhyay et al., 2002; Turner, 1954). Es miembro de la familia 
DMSO reductasa con dos subunidades, una grande codificada por aoxB/aroA/asoA que es una unidad 
molibdopterina y una pequeña codificada por aoxA/aroB/asoB que contiene un sitio Ryeske [2Fe-S] 
(Cai et al., 2009). El arsenito se ubica adyacente al centro Mo en la subunidad mayor, transfiere los 
electrones reduciendo Mo(VI) a Mo(II), éstos pasan al centro [3Fe–4S] de la subunidad mayor y luego 
al centro [2Fe–2S] de la subunidad menor para finalmente llegar a la primera proteína acoplable a la 
cadena respiratoria (Mukhopadhyay et al., 2002; Páez-Espino et al., 2009). La oxidación microbiana de 
arsenito es de gran utilidad para remover arsénico en solución, ya que el arsenato es menos soluble que 
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el arsenito y es más eficientemente removido que el arsenito por coagulación con Fe(III) (Leist et al., 
2000). 
1.7 Estudio molecular de genes estructurales y funcionales 
 
En programas de aislamiento de microorganismos es una práctica común esparcir y sembrar en placa 
de Petri con medios selectivos muestras ambientales y subsecuentemente seleccionar aleatoriamente 
las colonias que se desarrollan para compilar una colección de organismos con características de 
potencial interés. Muchas cepas pueden ser acumuladas utilizando esta aproximación de aislamiento, 
pero a partir de este punto éstas deben ser catalogadas en distintos grupos antes de que cepas 
representativas entren en programas de prospección para la búsqueda de características específicas. 
Este último procedimiento, llamado discriminación o derreplicación (Bull et al., 1992) es crítico para 
excluir cepas previamente examinadas en operaciones de prospección y para detectar variaciones entre 
colonias en placas primarias de aislamiento. 
 
Varias técnicas moleculares de “fingerprinting” o huella molecular están disponibles y pueden ser 
usadas para detectar grupos al o por debajo del nivel de especie (Bull et al., 2000). De estas, la técnica 
de Single-Strand Conformational Polymorphism (SSCP) para el gen 16S rARN ha sido previamente exitosa 
para la rápida y reproducible derreplicación e identificación de la diversidad genética de una colección 
de microorganismos geográficamente distintos (Brandão et al., 2002b). En este método, los productos 
de PCR desnaturalizados son separados por electroforesis en un gel de poliacrilamida no-
desnaturalizante, durante la cual las cadenas sencillas de DNA se doblan sobre si mismas de una 
manera que depende de su secuencia de nucleótidos y por esa razón determina la tasa de migración a 
través del gel de SSCP. 
 
Los genes de rARN, especialmente los de la pequeña subunidad ribosomal (small subunit, SSU), son 
uno de los marcadores filogenéticos más útiles para describir la identidad de un organismo. La 
secuenciación de genes de 16S rARN para identificar procariotas ha llevado al establecimiento de 
nuevas relaciones filogenéticas que alteraron radicalmente la clasificación de microorganismos (Woese 
et al., 1990). En el presente, la secuenciación e identificación de ésta y otras moléculas continúan 
siendo utilizadas para identificar y determinar rápidamente la relación filogenética entre organismos, a 
través de análisis bioinformáticos. Las técnicas de análisis molecular han también permitido el estudio 
de genes funcionales involucrados en la resistencia o transformación de distintas sustancias por 
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microorganismos para ayudar a elucidar sus mecanismos metabólicos y su participación en los ciclos 




En Colombia existen regiones donde el agua de consumo es abastecida por aguas subterráneas, razón 
por la cual es necesario establecer estudios que permitan analizar los niveles de contaminantes, 
incluyendo el arsénico, presentes en estas aguas y sus posibles efectos en la población local. La 
presencia del arsénico se encuentra estrechamente relacionada por la presencia de arsenopirita y arcilla 
en presencia de materia orgánica y por la formación de sedimentos rocosos. Se ha estipulado que se 
puede encontrar As en las cordilleras Oriental y Occidental donde hubo actividad volcánica en el 
cuaternario (Callejas, 2007). Los departamentos con alta incidencia de yacimientos naturales de 
arsénico son: Antioquia (zonas central y oriental, Titiribí, Frontino, Amalfi, Anorí, y Carolina); Caldas 
(Samaná, Marulanda, y Calarcá); Tolima (Herveo, Cajamarca, Ibagué, Rovira y Fresno); Nariño 
(Guachavés, Mallama, Santa cruz y Ancuyá); Cauca (Almaguer); y Norte de Santander (Aspasica). 
 
Sin embargo las actividades antropogénicas han causado que los niveles de arsénico en ciertos 
ambientes aumenten en cercanías a las zonas urbanas (WHO, 2000). Aún son pocos y dispersos los 
estudios que se han realizado en Colombia sobre la contaminación con este metaloide. Algunos de 
estos estudios revelan que las aguas del río Bogotá y sus afluentes contienen cantidades considerables 
de metales tóxicos como Hg, Pb, Cr, Ni, As y Cd, lo cual conduce a una acumulación progresiva en los 
suelos y a la adsorción por parte de los cultivos y pastos que son irrigados con sus aguas (Muñoz, 
2008). 
 
En el departamento de Química de la Universidad Nacional de Colombia, se realizó un estudio de la 
cantidad de As presente en suelos de la sabana de Bogotá y se encontró que las concentraciones 
variaban entre 0,93 y 3,70 µg/g, valores que son inferiores a los permitidos para el arsénico en un suelo 
agrícola para ser considerado contaminado por este metaloide (>20 μg/g) (Muñoz, 2008). En el 
mismo estudio se encontró un valor de 5 µg/L de arsénico en el agua de riego, que está dentro de lo 
permitido por la legislación Colombiana (Edgar, 2004) para aguas de consumo humano (10 μg/L) y 
aguas seguras (50 μg/L). Estos resultados no se consideran como índice de contaminación sino como 
indicadores de la presencia del metal. 
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Otra de las actividades que aumentan la concentración en ciertos lugares es el uso de plaguicidas que 
contienen arsénico. En el departamento del Cesar en el municipio de Agustín Codazzi actualmente se 
está realizando un estudio para determinar si en un predio existen enterramientos de plaguicidas para 
determinar la contaminación tanto vertical como horizontal de estos contaminantes. Dentro de este 
estudio, se realizó la determinación de la presencia de arsénico por espectrofotometría de absorción 
atómica por generador de hidruros, donde los resultados observados señalan muestras con 
concentraciones de hasta 29,9 mg/L (Torres, Comunicación personal) que es un nivel considerado 
alto. 
 
Estos ambientes con presencia de arsénico llevan a que los organismos se adapten ante las condiciones 
del suelo de modo que se pueden generar poblaciones que son capaces de sobrevivir en 
concentraciones relativamente altas del metaloide. Los microorganismos presentes en suelos y 
ambientes acuáticos juegan un rol fundamental en el ciclo biogeoquímico del arsénico, lo que influye 
en el comportamiento ambiental del metaloide, ya que las diferentes especies químicas del arsénico 
muestran diferencias en la solubilidad o biodisponibilidad y en la toxicidad. Se han descrito diversas 
bacterias involucradas en los procesos de transformación que comprenden la oxidación, reducción y 
metilación del arsénico. Para realizar la identificación de estos microorganismos en las zonas de los 
estudios anteriormente mencionados (Muñoz, 2008; Torres, Comunicación personal), se realizó un 
aislamiento (Torres and Moreno, 2008) de bacterias con la capacidad de resistir a concentraciones de 
arsenato de sodio de 0,5; 2,0; 5,0; 15,0; 25,0 y 50,0 mM (correspondientes a 156, 624, 1.560, 4.680, 
7.800 y 15.600 mg/L respectivamente) en el medio de cultivo. A estas cepas se les realizó 
identificación morfológica bajo el microscopio y tinción de Gram, junto con la realización de siembra 
en medios específicos encontrando, en el caso de la sabana de Bogotá, que la mayor parte de los 
aislados eran bacilos Gram-negativos, no esporulados, no fermentadores de lactosa (Torres and 
Moreno, 2008). Los resultados de los ensayos de identificación bioquímica de los microorganismos 
recuperados, indicaron proximidades de las cepas aisladas con: Flavobacterium odoratum, Morganella 
morganii, Burkholderia gladioli y Weeksella virosa (Torres and Moreno, 2008). 
Flavobacterium odoratum, es conocida por su resistencia a diferentes agentes microbianos (Holmes et al., 
1979) y se ha reportado una secuencia de arsenato reductasa que emplea glutatión en Flavobacterium 
johnsoniae (Copeland et al., 2007). Morganella morganii, comúnmente presente en el ambiente; ha sido 
aislada en un estudio en humedal de Jaboque, ubicado en la localidad de Engativa, Bogotá. Este 
microorganismo pertenece a un grupo indicador de contaminación debido a la carga orgánica que 
presente en las aguas(Torres and Moreno, 2008). Se ha reportado la presencia del gen transportador de 
arsenito Acr3 (2) en el plásmido R485(Norman, 2010). Burkholderia gladioli es metabólicamente versátil, 
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que contiene una arsenato reductasa similar a la codificada por E.coli (Seo et al., 2011). Weeksella virosa, 
está implicada en procesos de nitrificación en suelos agrícolas con alto porcentaje de salinidad, en su 
genoma se ha encontrado una arsenato reductasa dependiente de glutarredoxina(Lang et al., 2011). 
Hasta ahora no existen estudios claros que demuestren la capacidad de resistencia o de transformación 
de arsénico en estas cepas. Lo que se encuentra reportado es el resultado de proyectos de 
secuenciación genómicos en cuyos procesos de anotación se ha predicho la presencia de los genes de 
resistencia a arsénico.  
 
 
2. Capítulo 2. Objetivos 
2.1 Objetivo general 
 
Identificar genes involucrados en la transformación y resistencia a arsénico en microorganismos 
cultivables recuperados de zonas de Colombia con la presencia del metal. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
 Amplificar y secuenciar las regiones que codifican para arsenato reductasa (ArsC), bomba de 
expulsión de arsenito (ArsB), y arsenito oxidasa (AroA). 
 
 Realizar análisis bioinformático de los amplificados de los genes responsables por la 
resistencia a arsénico para analizar su diversidad. 
 
 Realizar pruebas de actividad de reducción y oxidación de arsénico como pruebas de 
resistencia a arsénico en los microorganismos donde se identificaron los genes. 
 
 Identificar las cepas de microorganismos cultivables aislados de zonas con presencia de 









3. Capítulo 3. Metodología 
3.1 Microorganismos utilizados en los ensayos 
Los microorganismos cultivables que se estudiaron en el presente trabajo han sido recuperados y 
aislados de dos distintas localizaciones geográficas de Colombia: 1) Sabana de Bogotá en la finca La 
Pradera, en el Centro Agropecuario de Marengo (Torres and Moreno, 2008); y 2) Departamento del 
Cesar en el municipio Agustín Codazzi (Torres, Comunicación personal). 
 
La colección de microorganismos recuperados de la Sabana de Bogotá (Zona 1), fue obtenida por 
colaboración con la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca (Torres and Moreno, 2008). La lista 
de cepas microbianas se encuentra descrita en la Tabla 3.1. Estas cepas se almacenaron en glicerol al 
20% a -20°C y su recuperación se realizó en 2 mL de caldo TSB (Tryptic Soy Broth, Difco) a temperatura 
ambiente (15-20°C) sin agitación. Para comprobar que los cultivos eran axénicos, se sembraron en 
medio sólido TSA (Tryptic Soy Agar, Difco) y se examinó su morfología después de un periodo de 
incubación de 72h a temperatura ambiente. 
 
Para la recuperación de cepas capaces de tolerar arsénico del departamento del Cesar (Zona 2) se 
procesaron suelos provenientes de la zona Antiguo Colegio del municipio Agustín Codazzi. Estos 
suelos fueron utilizados en un proyecto que está realizando la Universidad Nacional de Colombia, en 
la Facultad de Agronomía denominado “Caracterización del sitio contaminado antiguo colegio en el 
municipio de Agustín Codazzi en el Cesar”, cuyo objetivo es investigar si en el predio realmente 
existen enterramientos de plaguicidas (organoclorados y organofosforados) y de ser así determinar la 
contaminación tanto vertical como horizontal de estos contaminantes (Torres, Comunicación 
personal). Estos aislamientos se realizaron debido a que muchos plaguicidas que se emplea(ba)n en el 
país contienen arsénico lo cual se pudo comprobar en el análisis por espectrofotometría de Absorción 
Atómica por generador de Hidruros (AAS-HG) donde se encontraron concentraciones de arsénico de 
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Tabla 3.1. Lista de microorganismos provenientes de la Sabana de Bogotá utilizados en el estudio (Torres and 
Moreno, 2008). En negrilla se señalan las cepas que no se pudieron recuperar del ambiente de almacenamiento en 
glicerol. Estas cepas no fueron usadas para el estudio. 















K Mrg [0,5] L [0,5]2 
M Mxr [15] N [25] 
1Nomenclatura adoptada en este estudio para identificar las cepas de la Zona 1 
utilizadas en el proyecto; 2LC1: Canal Tibanica 60 metros; LC2: Canal Tibanica 200 
metros; Mrg: Finca Marengo, muestra recolectada del lote N°16 donde el suelo 
estuvo sometido a tratamiento con herbicida Trifluralina; Mxr: Finca Marengo, 
muestra recolectada del canal en donde convergen aguas del río Bogotá a la entrada 
de la planta de tratamiento de agua, con una profundidad de 30 cm. 3Concentración 
de arsénico en mM del medio de cultivo de donde fue recuperada la cepa. 
 
Las cepas microbianas de la Zona 2 se recibieron en medio agar-agua (agua+agar 1,5%) y 
posteriormente fueron re-sembradas en medio sólido TSA a temperatura ambiente (15-20°C) durante 
72h. Las cepas que crecieron fueran llevadas a cultivo axénico en cajas de Petri con el mismo medio. 
Después de comprobar que eran cultivos axénicos, se procedió a realizar un cultivo masivo en 5 mL 
de caldo TSB a temperatura ambiente (15-20°C) para realizar el almacenamiento de las cepas a -20°C 
en 20% glicerol. La nomenclatura usada para las cepas microbianas de esta Zona 2 y utilizadas en este 
estudio se encuentra descrita en la Tabla 3.2.  
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Tabla 3.2. Lista de microorganismos provenientes del municipio Agustín Codazzi (Cesar) utilizados en el estudio. 


















1Nomenclatura adoptada en este estudio para identificar las cepas de la Zona 2 
utilizadas en el proyecto; 2La nomenclatura de las cepas es la siguiente: M##: 
Indica el número de muestra; [##]: Indica la concentración de arsénico a la que 
es resistente la cepa; El número que sigue después del paréntesis cuadrado es el 
número designado a la cepa en el momento del aislamiento. 
3.2 Extracción de ADN de los microorganismos 
La extracción de ADN genómico se realizó con un kit comercial (AxyPrep-Bacterial Genomic DNA 
Miniprep, Axygen). Se preparó un cultivo masivo con 5 mL de caldo TSB a temperatura ambiente 
durante 72h, comprobando su densidad óptica a 600 nm. Al ser cepas desconocidas, su tasa de 
crecimiento era variable por lo que para obtener el número de bacterias sugerido en el kit comercial 




= 𝑌 (Ecuación 1) 
donde, 
A = Volumen final en mL 
B = Densidad óptica deseada 
X = Densidad óptica medida 
Y = Volumen en mL de cultivo a usar 
 
El volumen final deseado era de 1 mL con una densidad óptica a 600 nm de 1,25. La evaluación de la 
extracción del ADN genómico se realizó por electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE 1X con 
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solución de tinción SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen). Los geles fueron documentados en un 
sistema analizador de imágenes (BioRad). 
 
El protocolo del kit comercial fue seguido con cambios en los siguientes pasos:  
a. El protocolo sugiere 30s de centrifugación en el paso 1: se dejó centrifugando por 1,5 min. 
b. Se realizó el procedimiento recomendado para bacterias Gram-positivas para todas las cepas: 
incubación a 37ºC por 30 min. 
c. Todos los tiempos de centrifugación de 2 min se aumentaron a 2,5 min y los de 1 min a 1,5 
min. 
d. Para la elución del ADN de la columna se dejó en reposo 15 minutos después de adicionar la 
solución de elución del kit comercial. 
3.3 Identificación molecular de cepas y de genes de resistencia 
La identificación molecular de las cepas y de los genes de resistencia se realizó por medio de la 
amplificación por PCR (del inglés, Polymerase Chain Reaction) de cada uno de los genes de interés. Todas 
las reacciones fueron evaluadas en electroforesis de gel de agarosa al 1% en TBE 1X usando SYBR® 
Safe como agente de tinción de ácidos nucleicos, y aplicando un voltaje de 100 V durante 30 min. 
3.3.1 Identificación molecular del gen 16S rARN 
La identificación molecular de las cepas se realizó amplificando el gen que codifica para la unidad 
ribosomal 16S rARN usando dos parejas de iniciadores universales. Una pareja de iniciadores flanquea 
la región V4-V5 cuyo producto de amplificación se usó para discriminar por SSCP cepas repetidas ( 
Figura 3.1). La otra pareja amplifica la región completa del gen ribosomal 16S rARN cuyos amplicones 
se llevaron a secuenciación. Los detalles de las reacciones empleadas se encuentran descritos a 
continuación. 
 
Figura 3.1. Representación gráfica de las regiones conservadas e hipervariables del gen 16S rARN en E.coli. Las 
regiones conservadas (C1-C9) se representan en gris y las regiones hipervariables (V1-V9) se ilustran en colores 
distintos. Las flechas púrpura representan los iniciadores universales empleados para la amplificación del gen 16S 
rARN completo. Las flechas rojas representan los iniciadores utilizados para la amplificación de las regiones 
hipervariables V4-V5. Modificado de (Petrosino et al., 2009). 
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3.3.1.1 Amplificación de la región V4-V5 del gen 16S rARN 
Para el análisis por SSCP (del inglés, Single-Strand Conformational Polymorphism) se usaron los iniciadores 
Com1 (Schwieger and Tebbe, 1998) y 909R (Kato et al., 1997) para la amplificación de las regiones V4-
V5 del gen ribosomal 16S rARN en un termociclador (Personal cycler, Biometra). Los reactivos 
usados para la reacción de PCR y sus concentraciones finales están indicados en la Tabla 3.3. Las 
reacciones se hicieron en un volumen final de 25 µL y se adicionó 1 µL de ADN molde respectivo de 
una concentración entre 10 y 50 ng/µL a cada reacción. La Taq polimerasa empleada fue Biolase 
(Bioline). Los iniciadores se obtuvieron comercialmente (IDT). Las condiciones de amplificación 
usadas están indicadas en la Tabla 3.4. 
 
Tabla 3.3. Composición de la reacción de PCR para la amplificación de la región V4-V5 del gen 16S rARN de las 
cepas bajo estudio. 
Reactivo Concentración  solución stock 
Concentración en  
reacción de PCR final 
Buffer Enzima Taq 10X 1X 
MgCl2 25 mM 1,5 mM 
dNTP's 10 mM 0,2 mM 
Iniciador Com1 10 µM 0,4 µM 
Iniciador 909R 10 µM 0,4 µM 
Taq polimerasa 10 U/µL 0,1 U/µL 
 
Tabla 3.4. Condiciones de la reacción de PCR para la amplificación de la región V4-V5 del gen 16S rARN de las 
cepas bajo estudio. 
Número de ciclos Temperatura Tiempo 
1 94ºC 5 min 
30 
94ºC 20 s 
50ºC 20 s 
72ºC 40 s 
1 72ºC 5 min 
 
3.3.1.2 Amplificación del gen 16S rARN completo 
La pareja de iniciadores universales 27F y 1492R (Lane, 1991) se usó para amplificar la región 
completa que codifica para la subunidad ribosomal 16S de las bacterias bajo estudio. Las 
concentraciones de la mezcla de reacción se reportan en la Tabla 3.5. Las temperaturas y tiempos en el 
termociclador se reportan en la Tabla 3.6. El volumen de cada reacción fue de 20 µL y se adicionó a 
cada tubo 1 µL de ADN en dilución 1:10 (entre 1 y 5 ng/µL). La Taq polimerasa empleada fue Biolase 
(Bioline). Los iniciadores se obtuvieron comercialmente (IDT). Los productos de amplificación se 
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secuenciaron comercialmente (CorpoGen – Macrogen, Corea) usando el método de secuenciación de 
Sanger usando los iniciadores universales 27F, 518F, 800R, 1492R (ver Anexo E). 
 
Tabla 3.5. Composición de la reacción de PCR para la amplificación del gen 16S rARN de las cepas bajo estudio. 
Reactivo Concentración  solución stock 
Concentración en 
reacción de PCR final 
Buffer Enzima Taq 10X 1X 
MgCl2 25 mM 1,5 mM 
dNTP's 10 mM 0,2 mM 
Iniciador 27F 10 µM 0,4 µM 
Iniciador 1492R  10 µM 0,4 µM 
Taq polimerasa 10 U/µL 0,1 U/µL 
 
Tabla 3.6. Condiciones de la reacción de PCR para la amplificación del gen 16S rARN de las cepas bajo estudio. 
Número de ciclos Temperatura Tiempo 
1 94ºC 5 min 
30 
94ºC 20 s 
55ºC 20 s 
72ºC 40 s 
1 72ºC 5 min 
 
3.3.2 Identificación de genes funcionales de resistencia a arsénico 
Los genes de resistencia objeto de estudio para identificación en este trabajo son los que se han 
correlacionado con el fenotipo de resistencia a arsénico que hacen parte del operón ars, 
correspondientes al transportador transmembranal de arsenito (ArsB) y a la arsenato reductasa (ArsC), 
además del gen que codifica para la arsenito oxidasa (AroA) involucrada en otro mecanismo de 
detoxificación. Los genes se amplificaron con iniciadores previamente reportados estandarizando las 
condiciones especificadas para cada conjunto de iniciadores, de tal forma que para ArsB se usaron 
parejas de iniciadores degenerados reportados por Achour et al., 2007, para la arsenato reductasa los 
iniciadores reportados por Bachate et al., 2009 y para la arsenito oxidasa los iniciadores reportados por 
Inskeep et al., 2007. 
3.3.2.1 arsB (Bomba de expulsión de arsenito) 
El gen arsB codifica para un transportador de arsenito (ArsB) en células procariotas (Carlin et al., 1995). 
Para este ensayo se utilizaron las parejas de iniciadores darsB1F/darsB1R, dacr1F/dacr1R y 
dacr5F/dacr4R descritas por Achour et al., 2007. Los reactivos usados para la reacción de PCR y sus 
concentraciones finales en esta reacción por muestra a amplificar, están indicados en la Tabla 3.7. Las 
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reacciones se hicieron en un volumen final de 25 µL y se adicionó 1 µL de ADN molde de una 
concentración entre 10 y 50 ng/µL respectivo a cada reacción. La Taq polimerasa empleada fue 
Biolase (Bioline). Los iniciadores se obtuvieron comercialmente (IDT). 
 
Tabla 3.7.Composición de la reacción de PCR para la amplificación del gen arsB de las cepas bajo estudio. 
Reactivo Concentración solución stock 
Concentración en 
reacción de PCR final 
Buffer Enzima Taq 10X 1X 
MgCl2 25 mM 1,5 mM 
dNTP's 10 mM 0,2 mM 
Iniciador F 10 µM 0,2 µM 
Iniciador R 10 µM 0,2 µM 
Taq polimerasa 10 U/µL 0,1 U/µL 
 
 
Tabla 3.8. Condiciones de la reacción de PCR para la amplificación del gen arsB de las cepas bajo estudio. 
Número de ciclos Temperatura Tiempo 
1 94ºC 5 min 
10 
94ºC 45 s 
57-52ºC (TD - 0,5ºC/ciclo) 45 s 
72ºC 30 s 
20 
94ºC 45 s 
52ºC 45 s 
72ºC 30 s 
1 72ºC 7 min 
TD, Touchdown. 
 PCR anidada del gen con menor número de ciclos 
La PCR para la amplificación del gen usando menor número de ciclos se realizó por 10 ciclos en 
touchdown a partir de 57°C disminuyendo 0,5°C en cada ciclo. Esta baja cantidad de ciclos se usó para 
evitar la amplificación de productos inespecíficos. La Tabla 3.9 muestra los ciclos y las temperaturas de 
amplificación empleadas. Las concentraciones de las soluciones de reacción fueron las mismas que se 
habían mencionado anteriormente Tabla 3.7. 
 
Tabla 3.9. Condiciones de amplificación para la obtención de bandas definidas para el gen arsB. 
Número de ciclos Temperatura Tiempo 
1 94ºC 5 min 
10 
94ºC 45 s 
57-52ºC (TD - 0,5ºC/ciclo) 45 s 
72ºC 30 s 
1 72ºC 7 min 
TD, Touchdown. 
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3.3.2.2 arsC (Arsenato reductasa) 
La amplificación del gen arsC que codifica para una arsenato reductasa en procariotas se realizó usando 
la pareja de iniciadores P52F y P323R reportadas por Bachate et al., 2009. Los reactivos de reacción de 
PCR y sus concentraciones finales en esta reacción por muestra a amplificar, están indicados en la 
Tabla 3.10. La mezcla de reacción se realizó en un volumen final de 20 µL con 1 µL de ADN de una 
concentración entre 10 y 50 ng/µL y las condiciones usadas fueron las presentadas en la Tabla 3.11. La 
Taq polimerasa empleada fue Biolase (Bioline). Los iniciadores se obtuvieron comercialmente (IDT). 
 
Tabla 3.10. Composición de la reacción de PCR para la amplificación del gen arsC de las cepas bajo estudio. 
Reactivo Concentración solución stock 
Concentración en 
reacción de PCR final 
Buffer Enzima Taq 10X 1X 
MgCl2 25 mM 1,75 mM 
dNTP's 10 mM 0,2 mM 
P52F 10 µM 0,4 µM 
P323R 10 µM 0,4 µM 
Taq polimerasa 10 U/µL 0,1 U/µL 
 
Tabla 3.11. Condiciones de la reacción de PCR para la amplificación del gen arsC de las cepas bajo estudio. 
Número de ciclos Temperatura Tiempo 
1 94ºC 5 min 
40 
94ºC 45 s 
55ºC 45 s 
72ºC 30 s 
1 72ºC 7 min 
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3.3.2.3 aroA (Arsenito oxidasa) 
El gen aroA codifica para una arsenito oxidasa que exhibe una estructura heterodimérica con 
subunidades tipo molibdopterina y Rieske (Inskeep et al., 2007). Los iniciadores utilizados en este 
ensayo fueron diseñados y reportados de modo que capturaran la diversidad del gen que codifica para 
la subunidad molibdopterina de la arsenito oxidasa en bacterias. Se usaron los iniciadores #1F y #1R 
reportados por Inskeep et al., 2007. La mezcla de reacción se realizó en un volumen final de 25 µL con 
1 µL de ADN de una concentración entre 10 y 50 ng/µL. Las concentraciones de los reactivos se 
encuentran descritas en la Tabla 3.12 y las condiciones de PCR en la Tabla 3.13. La Taq polimerasa 
empleada fue Biolase (Bioline). Los iniciadores se obtuvieron comercialmente (IDT). 
 
Tabla 3.12. Composición de la reacción de PCR para la amplificación del gen aroA de las cepas bajo estudio. 
Reactivo Concentración solución stock 
Concentración en 
reacción de PCR final 
Buffer Enzima Taq 10X 1X 
MgCl2 25 mM 1,5 mM 
dNTP's 10 mM 0,2 mM 
#1F 10 µM 0,2 µM 
#1R 10 µM 0,2 µM 
Taq polimerasa 10 U/µL 0,1 U/µL 
 
 
Tabla 3.13. Condiciones de la reacción de PCR para la amplificación del gen aroA de las cepas bajo estudio. 
Número de ciclos Temperatura Tiempo 
1 95ºC 4 min 
9 
95ºC 45 s 
50ºC (TD - 0,5ºC/ciclo) 45 s 
72ºC 50 s 
25 
95ºC 45 s 
46ºC 45 s 
72ºC 50 s 
1 72ºC 5 min 
TD, Touchdown. 
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3.3.3 Single Strand Conformational Polymorphism. 
Para discriminar la variación entre cada gen amplificado se usó la técnica de SSCP basado en 
fragmentos de PCR siguiendo el protocolo reportado por Brandão et al., 2002a. El SSCP es una técnica 
que emplea un gel de acrilamida no desnaturalizante y se basa en la separación electroforética de ácidos 
nucleicos basados en diferencias sutiles en las secuencias (frecuentemente un par de bases) que hace 
que resulte en una estructura secundaria diferente y una diferencia medible en movilidad a través del 
gel. En esta técnica, el ADN a estudiar se desnaturaliza antes de ser cargado en el gel originando así las 
cadenas sencillas de ADN que se doblan en estructuras secundarias (conformaciones) de acuerdo a su 
secuencia de nucleótidos y del ambiente fisicoquímico como la temperatura y la fuerza iónica. Las 
diferentes movilidades electroforéticas hacen que las distintas conformaciones se separen formando un 
perfil de bandas cuando se realiza la electroforesis(Orita et al., 1989). Este perfil electroforético hace 
que sea posible discriminar entre una cepa y otra. De esta manera es posible discriminar aislados 
repetidos a nivel de familia y/o especie dependiendo del fragmento usado. En el presente experimento 
se usaron los amplificados de los genes funcionales y los de la región V4-V5 del gen 16S rARN. Se usó 
un equipo de secuenciación manual (Hoefer SQ3 sequencer, Amersham) preparando el gel no 
desnaturalizante de poliacrilamida MDE 0,7X concentrado (Cambrex, Lonza) de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante. Cada producto de PCR a evaluar (4 µl) se agregó a 5 µl de buffer de carga 
desnaturalizante (95% formamida, 10 mM NaOH, 0,25% [p/v] azul de bromofenol, 0,25% [p/v] 
xileno cianol), y todos se llevaron a 95°C por 2 min en termociclador y fueron inmediatamente 
sumergidos en hielo. Se cargaron 4 µl de la mezcla desnaturalizada de las muestras en el gel MDE. Se 
realizó la electroforesis en buffer 0,6X TBE a una potencia constante de 5 W, a máximo voltaje y 
amperaje, por un tiempo total entre 14 y 16 h. Se realizó la tinción con nitrato de plata (Bassam et al., 
1991) y el gel se dejó secar a temperatura ambiente durante la noche. El gel fue escaneado y las 
muestras se discriminaron visualmente de forma manual de acuerdo al perfil de bandas obtenido. 
3.3.4 Aislamiento, re-amplificación y secuenciación de los productos de 
cadena sencilla del perfil de bandas del SSCP 
Una vez identificados por perfil de bandas de SSCP los distintos organismos con sus respectivos 
genes, se cortaron bandas del gel de acrilamida recuperando el ssADN para su posterior secuenciación 
(Dohrmann and Tebbe, 2004). Los productos de cadena sencilla fueron cortados del gel de 
poliacrilamida teñido en plata y se transfirieron a microtubos conteniendo 50 µL de buffer de elución 
(10 mM Tris-HCl pH 8,8, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 0.1% Triton X-100) (Witzig et al., 2006). Los 
tubos se incubaron por 20 minutos a 95°C y se tomaron 3 µL de ssADN para realizar las re-
46 Identificación de genes involucrados en la transformación y resistencia a arsénico en microorganismos 
recuperados de zonas de Colombia con la presencia del metal 
 
amplificaciones empleando los mismos iniciadores y condiciones usadas para generar los segmentos 
dsADN originales. Estos productos re-amplificados se secuenciaron comercialmente (CorpoGen – 
Macrogen, Corea) usando el método de secuenciación de Sanger. 
3.3.5 Análisis bioinformático 
El análisis de las secuencias de los genes funcionales y estructurales amplificados por PCR se llevó a 
cabo con el software Geneious 5.3.4 (www.geneious.com), limpiando las secuencias de acuerdo a los 
puntajes de calidad. Las secuencias obtenidas de los genes funcionales se alinearon contra las bases de 
datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov) con la herramienta 
de búsqueda BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) usando el algoritmo blastx usando el código 
genético estándar para su traducción a secuencias de aminoácidos y comparando contra la base de 
datos del SwissProt. En el caso de los genes arsB, para cada secuencia se tomaron las dos secuencias 
con los mayores porcentajes de identidad de la base de datos del SwissProt y se construyó un árbol 
filogenético con las secuencias de aminoácidos obtenidas y las secuencias traducidas de los genes 
amplificados usando el método Neighbour-Joining (Saitou and Nei, 1987); los valores de bootstrap 
fueron calculados a partir de 1000 réplicas. El análisis de los genes funcionales también se realizó a 
nivel de nucleótidos usando la herramienta blastn. 
 
Por otra parte, los genes ribosomales se ensamblaron en Geneious y la clasificación de las secuencias 
ensambladas se realizó usando la base de datos Ribosomal Database Project (RDP) con la herramienta 
naive Bayesian classifier (Wang et al., 2007) (http://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp) usando un 
80% de límite de confidencia contra secuencias tipo y no tipo. Las secuencias con los puntajes más 
altos fueron descargadas y alineadas usando MUSCLE (Edgar, 2004) con 8 iteraciones y se 
construyeron árboles filogenéticos usando el algoritmo de Neighbour-Joining (N-J) con corrección de p-
distance y pairwise deletion of gaps and missing data. Se realizó con una cantidad total de 100 bootstrap para 
probar la robustez de las ramas. 
3.4 Estudios de actividad reductasa y oxidasa 
Las actividades tanto oxidasa como reductasa de arsénico para los microorganismos bajo estudio, se 
evaluaron realizando cultivos en medio químicamente definido (CDM; Anexo B) con arsenato de 
sodio para el estudio de la actividad reductasa y con arsenito de sodio para el estudio de la actividad 
oxidasa (Muller et al., 2003). Las cepas se crecieron en 5 mL de caldo TSB (sin arsénico; Anexo B) a 
temperatura ambiente con agitación durante 3-5 días hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm de 
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0,4-0,6. Posteriormente, las suspensiones celulares fueron centrifugadas a 5.000 rpm por 15 min, y las 
células fueron lavadas con solución tampón de fosfato (PBS; Anexo B). Nuevamente se centrifugaron 
las suspensiones de células lavadas a 5.000 rpm por 15 min y se suspendieron en 2 mL de PBS. Un 
volumen de 5 µL de la suspensión preparada fue colocado en cajas de Petri con CDM agar (1,5%) 
suplementadas con arsenato de sodio 20 mM y 40 mM ó arsenito de sodio 1 mM, 5 mM y 10 mM, 
llevándose a incubación a 25°C por 3 días. Después del tiempo de incubación, los platos de agar CDM 
sembrados se inundaron (15 mL) con una solución de AgNO3 0,1 M. La formación de un precipitado 
café en la colonia o alrededor de ella, revela la presencia de arsenato en el medio, lo que indica que las 
colonias expresan arsenito oxidasa, mientras que la formación de un precipitado amarillo brillante 
revela la presencia de arsenito, indicando la expresión de arsenato reductasa. 
 
Debido a dificultades prácticas en la evaluación de la técnica anteriormente mencionada, esta prueba se 
realizó en microplacas modificando la matriz de fondo para que se realizara en medio líquido 
(Simeonova et al., 2004). Las cepas se crecieron en 12 mL de caldo TSB (sin arsénico) a temperatura 
ambiente con agitación durante 3-5 días hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm de 0,4-0,6. 
Posteriormente, las suspensiones celulares fueron centrifugadas a 5.000 rpm por 15 min, y lavadas dos 
veces con agua desionizada estéril. El pellet se suspendió en 1,2 mL de agua desionizada estéril. En 
una microplaca de 96 pozos se agregaron 20 µL de la suspensión bacteriana, 80 µL de buffer Tris-HCl 
(pH 7,4) suplementado con arsenato de sodio o arsenito de sodio hasta alcanzar una concentración 
final de 0,2 mM. La placa se incubó durante 24, 48 o 72h y después de cada periodo se realizó la 
prueba de coloración la cual se llevó a cabo adicionando 100 µL de AgNO3 0,1 M a cada pozo. Los 
ensayos se realizaron por triplicado usando como controles positivos de reducción de arsenato las 
cepas de E. coli W3110 y E. coli M1360 y como control negativo de actividad transformadora la cepa E. 
coli AW3110 (Carlin et al., 1995). 
 
Se usó otro método de cuantificación que es el planteado por Cummings et al., 1999 para realizar la 
medición de As(V) y As(III) por cuantificación espectrofotométrica. Se cultivaron las cepas a 
temperatura ambiente con agitación suave durante 4 semanas hasta alcanzar una densidad óptica a 600 
nm de 0,4-0,6 en 5 mL de medio tris (Mergeay et al., 1985) con lactato 446 mM como fuente de 
carbono (Muller et al., 2003) y también se realizó el cultivo en medio químicamente definido (CDM) 
(Muller et al., 2003). En la preparación de ambos medios se agregó arsenito de sodio 1 mM o arsenato 
de sodio 2 mM. Estas concentraciones de arsénico se escogieron en base a la determinación de las 
concentraciones mínimas inhibitorias (Sección 3.5. - Ensayos de resistencia).  
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La cuantificación de arsenato, As (V), se determinó tomando 300 µL del cultivo de 4 semanas y 
acidificando la muestra en 300 µL de HCl 24 mM. Posteriormente, a 300 µL de la muestra acidificada 
se agregaron 700 µL de la mezcla de reacción que contenía los siguientes componentes por litro de 
agua desionizada: molibdato de amonio 6 g, ácido ascórbico 10,8 g, tartrato antimonil de potasio 0,136 
g y 67,3 mL de H2SO4 concentrado. La mezcla se calentó a 78 °C por 10 min y se incubó en hielo por 
5 min. Se midió la absorbancia a 840 nm [Procedimiento 1]. La curva de calibración se realizó a las 
siguientes concentraciones de As (V) o As (III): 0,1 mM, 0,2 mM, 0,3 mM, 0,5 mM, 1 mM y 2 mM. 
 
Las concentraciones de arsenito, As (III), se determinaron tomando una nueva alícuota de 300 µL del 
mismo cultivo de 4 semanas y oxidándola en 300 µL de KIO3 5 mM y HCl 48 mM por 10 min. 
Posteriormente, a 300 µL de esta mezcla oxidada se adicionó 700 µL de mezcla de reacción, como 
indicado arriba para la determinación de As (V). La mezcla se calentó a 78 °C por 10 min y se incubó 
en hielo por 5 min. Se midió la absorbancia a 840 nm [Procedimiento 2]. La diferencia entre los 
valores del procedimiento 1 y el procedimiento 2 representan la concentración de As (III). 
 
3.5 Ensayos de resistencia 
Las cepas se crecieron en caldo TSB (sin arsénico) a temperatura ambiente con agitación durante 3-5 
días hasta alcanzar una densidad óptica a 600 nm de 0,4-0,6. Posteriormente, las suspensiones celulares 
fueron centrifugadas a 5.000 rpm por 15 min, y lavadas con PBS. Se suspendieron las células en 2 mL 
de PBS y se agregaron gotas de 5 µL a las cajas de Petri con TSA suplementadas con concentraciones 
de arsenato de sodio, As (V), de 20, 40, 80, 100 o 200 mM, y con concentraciones de arsenito de sodio, 
As (III), de 1, 5, 10 o 20 mM. Las cajas se incubaron a temperatura ambiente durante 3 días, tiempo 
después del cual se evaluó el crecimiento. Como controles positivos de resistencia se usaron las cepas 
de E. coli W3110 y E. coli M1360 y como control negativo la cepa E. coli AW3110 (Carlin et al., 1995). 
 
 
4. Capítulo 4. Resultados 
4.1 Microorganismos utilizados en los ensayos 
Los organismos resistentes a arsénico utilizados en este estudio se aislaron a partir de suelos en medios 
de cultivo modificados y con concentraciones superiores a 0,5 mM de arsenato de sodio (Torres, 
Comunicación personal; Torres y Moreno, 2008). Las primeras cepas estudiadas provenían de la 
Sabana de Bogotá las cuales llevaban más de un año conservadas en 20% glicerol bajo congelación. Al 
proceder a realizar la recuperación a partir de los crioviales, las cepas A, D y M no crecieron (ver Tabla 
3.1) lo cual no permitió su estudio. De las cepas del departamento del Cesar recibidas, se seleccionaron 
las que tenían un morfotipo distinto y resistían mayores concentraciones de arsenato de sodio. 
La nomenclatura empleada en este trabajo, donde las cepas del departamento del Cesar (Cesar) son 
numeradas y las aisladas de la sabana (Sabana de Bogotá) tienen una letra alfabética facilita la 
identificación de las cepas de acuerdo a su origen. En la Tabla 4.1 se muestran las cepas resistentes a 
arsénico previamente aisladas de ambas zonas de muestreo y utilizadas en este trabajo. 
4.2 Extracción de ADN de los microorganismos 
La cinética de crecimiento de las cepas aisladas para ambos conjuntos de sitios muestreados fue 
variable lo que hizo que los métodos de estandarización de extracción de DNA tuvieran que ser 
ajustados en cada caso particular. Las condiciones de crecimiento, como el tiempo y temperatura, 
influyen en gran medida en el crecimiento de las cepas y por esta razón fue necesario aplicar la 
Ecuación 1 para obtener un volumen que tuviera la cantidad de células necesarias para la extracción de 
ADN. Los volúmenes finales de cada cultivo empleados para obtener la cantidad de biomasa deseable 
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Tabla 4.1. Volumen de cultivo requerido para extracción de ADN de las diferentes cepas bacterianas de la Sabana 
de Bogotá y del Cesar, calculado a partir de las densidades ópticas de cada cultivo. 
Código cepa Densidad óptica a 600nm del cultivo 
Volumen usado de 
cultivo (mL) 
Sabana de Bogotá 
B 0,961 1,3 
C 0,339 3,7 
E 0,485 2,6 
F 0,900 1,4 
G 0,544 2,3 
H 0,653 1,9 
I 0,570 2,2 
J 2,450 0,5 
K 0,551 2,3 
L 0,492 2,5 
N 1,860 0,7 
Cesar 
1 0,890 1,40 
2 0,430 2,91 
3 0,350 3,57 
4 0,370 3,38 
5 0,540 2,31 
6 0,940 1,35 
7 0,980 1,28 
8 0,820 1,52 
9 0,540 2,31 
10 0,620 2,02 
11 0,890 1,40 
12 0,640 1,95 
13 0,290 4,31 
14 1,000 1,25 
15 0,260 4,81 
16 0,590 2,12 
17 0,400 3,13 
 
La Figura 4.1 muestra el resultado de la extracción del ADN para una selección de los 
microorganismos estudiados, donde se observa una buena extracción del ADN genómico para todas 
las cepas utilizadas. Para todas las cepas el tamaño del ADN genómico extraído fue mayor a 10.000 pb 
(Figura 4.1). 
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Figura 4.1. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % con los productos de la extracción de ADN genómico de una 
selección de las cepas resistentes a arsénico provenientes de la Sabana de Bogotá (códigos B a L, referirse a la 
Tabla 4.1.). MM, marcador molecular en intervalo 300 pb a 10.000 pb (Marcador 1 KB Ladder DNA marker, 
Axygen); la primera línea del marcador MM muestra el fragmento de 10.000 pb. 
 
Este proceso de extracción ya estandarizado se aplicó para la obtención de ADN genómico de las 
cepas provenientes del municipio de Agustín Codazzi del departamento del Cesar. Se obtuvo DNA 
suficiente de cada una de las cepas para las aplicaciones siguientes (no mostrado). El ADN así 
obtenido para todas las cepas estudiadas fue cuantificado (ver siguiente sección 4.2.1.) y utilizado para 
los ensayos de amplificación de genes estructurales y funcionales (ver sección 4.3.).  
4.2.1 Cuantificación del ADN extraído 
El ADN extraído, se cuantificó por espectrofotometría usando el sistema Nanodrop 2000c 
(ThermoScientific), y los resultados se muestran en la Tabla 4.2. La cuantificación permitió evaluar el 
proceso de extracción por absorbancia. 
La relación 260/280 indica la razón que existe entre la absorbancia medida a 260 nm y la absorbancia 
medida a 280 nm donde se considera que un ADN de buena calidad tiene valores entre 1,8 y 2,0 
(Maniatis et al., 1982). En algunos casos la biopelícula formada, durante el cultivo en medio líquido 
afectaba la separación del ácido nucleico evitando la precipitación y separación de fases en el proceso 
de extracción, sobre todo en las muestras provenientes del departamento del Cesar. Es por esta razón 
que, a pesar de tener la densidad óptica deseada para los cultivos con el número de células que se podía 
procesar con el kit de extracción, existen otros factores que afectan la calidad y disponibilidad del 
ADN originando resultados muy variables en cuanto a calidad y concentración. Estas variaciones 
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implicaron que para algunas reacciones de PCR fuera necesario realizar diluciones para evitar que 
posibles inhibidores coextraídos con el ADN interfirieran con la reacción de amplificación. 
 
Tabla 4.2. Cuantificación espectrofotométrica (Nanodrop, ThermoScientific) del ADN extraído con kit comercial 
AxyPrep-Bacterial Genomic DNA Miniprep (Axygen) para cada una de las cepas estudiadas. 







Sabana de Bogotá 
B 38,7 0,775 0,434 1,78 
C 54,6 1,092 0,566 1,93 
E 16,2 0,324 0,174 1,86 
F 275,4 5,509 2,925 1,88 
G 22,1 0,443 0,217 2,04 
H 61,4 1,229 0,663 1,85 
I 8,5 0,170 0,089 1,90 
J 25,7 0,514 0,308 1,67 
K 12,6 0,251 0,136 1,85 
L 17,0 0,340 0,172 1,98 
L 19,0 0,380 0,211 1,8 
N 18,6 0,373 0,209 1,78 
Cesar  
1 11,9 0,237 0,155 1,54 
2 17,6 0,352 0,167 2,10 
3 32,2 0,644 0,338 1,90 
4 44,4 0,888 0,453 1,96 
5 29,9 0,599 0,319 1,88 
6 59,2 1,184 0,543 2,18 
7 25,4 0,507 0,315 1,61 
8 48,0 0,959 0,495 1,94 
9 18,5 0,369 0,186 1,99 
10 14,6 0,291 0,213 1,37 
11 21,5 0,43 0,280 1,54 
12 21,6 0,432 0,253 1,71 
13 17,8 0,357 0,172 2,07 
14 33,9 0,677 0,360 1,88 
15 21,3 0,427 0,216 1,97 
16 34,0 0,679 0,362 1,88 
17 5,6 0,113 0,063 1,80 
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4.3 Identificación molecular de cepas y de genes de resistencia 
4.3.1 Reacción en cadena de la polimerasa para genes de identificación 
molecular y genes de resistencia 
4.3.1.1 Amplificación del gen 16S rARN 
Las reacciones de PCR para el gen 16S ARN ribosomal (16S rARN) de las cepas bajo estudio se 
realizaron con dos parejas de iniciadores: la primera pareja son iniciadores Com1 y 909R que originan 
un producto de aproximadamente 408 pb. El tamaño del producto de esta primera pareja es óptimo 
para la discriminación por métodos de huella molecular (molecular fingerprinting), tal como el SSCP 
donde el poder de resolución de cambios puntuales de bases nucleotídicas es alrededor del 89% 
(Brandão et al., 2002a). La Figura 4.2, muestra un gel de electroforesis en agarosa con los productos de 
amplificación del gen 16S rARN parcial para una selección de cepas estudiadas. 
 
Figura 4.2. Resultados de la amplificación por PCR de la región V4-V5 del gen 16S rARN de una selección de cepas 
resistentes a arsénico. Gel de agarosa al 1 % obtenido después de electroforesis a 100 V por 30 min, en 1X TBE. 
MM, marcador molecular (100 bp Ladder DNA marker, Axygen); (-), control negativo de amplificación. 
 
La amplificación del gen 16S rARN completo con la segunda pareja de iniciadores, 27F y 1492R, 
originó un producto demasiado largo para el análisis por SSCP en gel de poliacrilamida lo que haría 
que el perfil molecular fuera insuficiente para obtener una buena diferenciación entre las cepas bajo 
estudio. Esta pareja de iniciadores se usó para realizar el análisis filogenético con la secuencia completa 
del gen 16S rARN de las cepas escogidas. Para la estandarización de la reacción de PCR para este gen 
completo se encontró que la cantidad óptima a agregar en una reacción de 25 µL era entre 1-5 ng de 
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templado. De esta manera, se logró obtener un buen producto de PCR para el gen 16S rRNA 
completo de todas las cepas bajo estudio (Figura 4.3) 
 
Figura 4.3. Resultados de la amplificación por PCR del gen 16S rARN completo de una selección de las cepas 
resistentes a arsénico bajo estudio. Gel de agarosa al 1 % obtenido después de electroforesis a 100 V por 30 min, en 
1X TBE. MM, marcador molecular (100 bp Ladder DNA marker, Axygen). 
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4.3.1.2 Amplificación del gen arsB (Bomba de expulsión de arsenito) 
El gen arsB codifica para un transportador de arsenito en células procariotas y hace parte del operón 
ars confiriendo resistencia de las bacterias a arsénico (Carlin et al., 1995). La presencia de este gen da 
una indicación de que el proceso de detoxificación de las células en que ha sido encontrado es por 
medio del operón ars. Las parejas de iniciadores darsB1F/darsB1R, dacr1F/dacr1R y dacr5F/dacr4R 
(Anexo E) fueron diseñadas por Achour et al., 2007 a partir del alineamiento de secuencias conocidas 
por tener el transportador de arsenito y homólogos putativos. Los autores clasificaron los 
transportadores de arsenito en dos amplias familias: ArsB y Acr3p; a su vez esta última se clasificó en 
dos subgrupos Acr3(1) y Acr3(2) de los cuales, en el presente estudio, únicamente se encontraron 
genes correspondientes a la familia ArsB en las cepas analizadas. De los tres pares de iniciadores que se 
probaron, únicamente se obtuvieron productos con la pareja darsB1F/darsB1R. Para obtener 
productos de PCR de buena concentración y calidad fue necesario realizar una segunda amplificación a 
partir de los primeros productos de PCR para el gen arsB. Esta segunda reacción de amplificación se 
realizó con un menor número de ciclos para evitar barridos en el gel y productos inespecíficos (Figura 
4.4). 
 
Figura 4.4. Resultados de la amplificación por PCR del gen arsB a partir de una selección de cepas resistentes a 
arsénico bajo estudio. Gel de agarosa al 1 % obtenido después de electroforesis a 100 V por 30 min, en 1X TBE. 
MM, marcador molecular (100 bp Ladder DNA marker, Axygen). 
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4.3.1.3 Amplificación del gen arsC (Arsenato reductasa) 
La amplificación del gen arsC, que codifica para una arsenato reductasa en procariotas, se realizó 
usando la pareja de iniciadores P52f y P323r (Anexo E) que se diseñaron a partir de 50 secuencias de 
genes bacterianos del GenBank (Bachate et al., 2009). Los análisis filogenéticos preliminares 
clasificaron las secuencias en categorías que corresponden a diferentes genes arsC de grupos 
filogenéticos bacterianos. Teniendo en cuenta estas variaciones en las secuencias y la presencia de 
diferentes géneros bacterianos de los aislamientos entre los sitios estudiados los autores realizaron el 
diseño de los iniciadores degenerados P52f y P323r basados en la secuencia de la secuencia consenso 
de los genes arsC de especies de Bacillus (B. cereus ATTC 10987, B. thuringiensis 97-27 y B. anthracis Ames 
Ancestor). 
Utilizando los iniciadores mencionados, en este trabajo se encontró que únicamente la cepa 11 
permitió la amplificación de un fragmento con el tamaño esperado (275 pb) para el gen arsC entre las 
cepas resistentes a arsénico bajo estudio (Figura 4.5).  
 
Figura 4.5. Resultados de la amplificación por PCR del gen arsC de una selección de cepas resistentes a arsénico 
bajo estudio. Gel de agarosa al 1 % obtenido después de electroforesis a 100 V por 30 min, en 1X TBE. MM, 
marcador molecular (100 bp Ladder DNA marker, Axygen); (-), control negativo de amplificación. 
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4.3.1.4 Amplificación del gen aroA (Arsenito oxidasa) 
El gen aroA codifica para una arsenito oxidasa que exhibe una estructura heterodimérica con 
subunidades tipo molibdopterina y Rieske (Inskeep et al., 2007). Los iniciadores utilizados en este 
ensayo fueron diseñados y reportados de modo que capturara la diversidad bacteriana del gen que 
codifica para la subunidad molibdopterina de la arsenito oxidasa. De todas las cepas probadas, 
únicamente la cepa 6 proveniente del departamento del Cesar permitió la amplificación de un 
fragmento con el tamaño esperado (aproximadamente 500 pb; Figura 4.6). 
 
 
Figura 4.6. Resultados de la amplificación por PCR del gen aroA de una selección de cepas resistentes a arsénico 
bajo estudio. Gel de agarosa al 1 % obtenido después de electroforesis a 100 V por 30 min, en 1X TBE. MM, 
marcador molecular (100 bp Ladder DNA marker, Axygen); (-), control negativo de amplificación. 
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4.3.1.5 Resumen de genes amplificados 
En la Tabla 4.3 se muestra un resumen de los genes amplificados en este trabajo, donde en total se 
encontraron 16 cepas que amplificaron para el gen arsB (cepas E, F, G, H, I, J, L, N, 1, 4, 7, 11,12, 15, 
16 y 17), una cepa que amplificó para el gen arsC (cepa 11) y una cepa que amplificó para el gen aroA 
(cepa 6). En la tabla, también se indican con un asterisco las cepas que originaron inicialmente un 
resultado positivo para la amplificación de los genes arsC y aroA pero que, sin embargo, se encontró en 
posteriores análisis que estos productos eran artefactos de amplificación. Todos los productos de 
amplificación que mostraron un resultado positivo, incluyendo los genes de 16S rARN parciales, 
fueran analizados por SSCP para discriminarlos y de esta forma saber cuáles cepas presentaban perfiles 
únicos. 
Tabla 4.3. Resultados de amplificación para los genes de resistencia a arsénico de las cepas bajo estudio. 
Código Cepa arsB aroA arsC 
Sabana de Bogotá 
B - - - 
C - * - 
E + - - 
F + * * 
G + - * 
H + - - 
I + * * 
J + - - 
K * - * 
L + - * 
N + * * 
Cesar 
1 + - - 
2 - - - 
3 - - - 
4 + - - 
5 - - - 
6 - * * 
7 + - - 
8 - - - 
9 - - - 
10 - - - 
11 + - + 
12 + - - 
13 - - - 
14 - - - 
15 + - - 
16 + - - 
17 + - - 
(+): Resultado positivo, presencia del gen confirmada; (-): resultado negativo, gen 
no re-amplificó; (*): falso positivo.  
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4.3.2 Single Strand Conformational Polymorphism (SSCP) 
El análisis de SSCP se realizó con el fin de determinar si las cepas trabajadas eran replicadas y 
seleccionar aquellas cepas cuyos genes se llevarían a secuenciación. Este análisis se realizó teniendo en 
cuenta los perfiles de bandas que se presentan para el gen 16S rARN y los genes funcionales de los 
organismos bajo estudio. A partir de este análisis, se encontró que para el gen 16S rARN las cepas del 
Cesar con código 1, 4, y 7 presentaron un perfil de bandas similar (Figura 4.7). Igualmente, las cepas 
del Cesar con código 3, 9, 13, y 15 mostraron un perfil similar así como las cepas 8 y 14. De las cepas 
de la Sabana, se encontró un perfil bastante parejo con bandas similares entre las cepas E, F, G, I, J, L, 
y N. Las demás cepas de la Sabana de Bogotá presentan un perfil de bandeo único (H, K , Figura 4.7). 
Los resultados de los análisis por SSCP para los genes examinados, sugieren que las cepas E, F, G, I, J, 
L y N tienen la misma secuencia para el gen 16S rARN pues mostraron el mismo perfil de bandas para 
este gen. Es así que se seleccionaron las cepas E, H, I, L, 5, 6, 7 y 11 para secuenciar los productos de 
la amplificación de los genes 16S rARN completos (se utilizaron los iniciadores universales 27F, 518F, 
800R, 1492R para la secuenciación). De los genes funcionales, en el gen arsB, las bandas de la cepa F 
son iguales a las de las cepas G, J y N. Las cepas E, H y L presentaron un patrón de bandas único para 
cada cepa. El perfil de las cepas del Cesar 1, 4, 6, 11, 12, 15, 16 y 17 mostró que los productos 
amplificados eran similares entre sí. Sin embargo, al intentar amplificar nuevamente este gen en estas 
cepas no fue posible obtener un producto de buena calidad para enviar a secuenciación. Por parte de 
las reductasas (arsC), se encontró que la mayoría de productos de PCR resultaron ser artefactos de 
amplificación ya que no mostraron un perfil de bandas claro en el SSCP a excepción de las cepas 11 y 
F, sin embargo en el caso de la cepa F no fue posible obtener un buen producto de amplificación 
nuevamente. El mismo caso sucedió para el gen aroA donde la cepa 6 fue la única que presentó perfil 
de bandas en SSCP. En resumen, para los diferentes genes funcionales identificados en las cepas 
escogidas se secuenciaron: cepas E, F, H, I, 7 para el gen arsB (se utilizó el iniciador darsB1F para la 
secuenciación), cepa 11 para el gen arsC (se utilizó el iniciador P52F para la secuenciación) y cepa 6 
para el gen aroA (se utilizó el iniciador #1F para la secuenciación). 
Debido a que después de un primer intento de secuenciación muy pocas secuencias de los genes 
funcionales resultaron de buena calidad (no mostrado), se planteó la posibilidad de que en las cepas 
escogidas, se encontrara más de una copia del gen. La presencia de estas copias no afectaría el proceso 
de secuenciación si fueran copias idénticas pero cabe recordar que estos genes de resistencia se pueden 
encontrar en elementos móviles como los plásmidos (Kaur y Rosen, 1992; Rosen, 1999) y 
transposones (Summers, 1992), por ende su origen puede variar. Con esta posible transferencia a nivel 
horizontal se podrían encontrar genes de distinto origen con los mismos sitios conservados que 
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permiten la amplificación por PCR pero, al tener variabilidad en el interior de las regiones flanqueantes 
de los iniciadores, no es posible obtener una secuencia de buena calidad. Esto se puede comprobar a 
través de un análisis por SSCP ya que es posible discriminar diferencias a nivel de nucleótido. En teoría 
se deben formar dos bandas debido a las secuencia de cada una de las hebras. Si se encuentran más de 




Figura 4.7. Análisis de SSCP de los productos de amplificación del gen 16S rARN y de los genes funcionales arsB, 
arsC y aroA, de las cepas bajo estudio. Números indican los códigos de las cepas del Cesar y letras en mayúscula 
indican los códigos de las cepas de la Sabana de Bogotá (ver Tabla 3.1 y Tabla 3.2). 
 
En la Figura 4.8, se presenta un nuevo análisis de SSCP para los genes funcionales (arsB y aroA) donde 
se observan los distintos perfiles de bandas obtenidos. Por un lado, se encontró que las cepas F, G, I, J 
y N presentaron un perfil de bandas similar al encontrado en el anterior análisis por SSCP (Figura 4.7), 
y además, en esta ocasión se presentaron 4 bandas bien definidas. En el caso de la cepa L, se 
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encontraron 5 bandas intensas y para la cepa E se encontraron 4 bandas con una intensidad fuerte. 
Este número de bandas encontrado para estas cepas sugiere que pueden haber dos o más secuencias 
distintas del gen amplificado: la ventaja del análisis por SSCP permite discriminar por cadenas sencillas 
de ADN de acuerdo a una conformación que depende de su secuencia formando así una banda por 
cadena; por lo tanto se espera encontrar dos bandas por fragmento de ADN amplificado: una banda 
para la cadena codificante y otra para la cadena complementaria. Esto es lo que se observó en el carril 
de la cepa 7 (Figura 4.8) donde se encuentran dos bandas bien definidas e intensas. Cada una de estas 
bandas, se numeró como se muestra en la Figura 4.8 y fue cortada independientemente para luego 
extraer el ADN de la poliacrilamida y amplificarlo en PCR usando las mismas condiciones descritas 
anteriormente (Capítulo 3. Metodología) para cada uno de los genes correspondientes. 
 
 
Figura 4.8. Análisis de SSCP de los productos de amplificación de los genes funcionales arsB y aroA de las cepas 
bajo estudio. Números indican los códigos de las cepas del Cesar y letras en mayúscula indican los códigos de las 
cepas de la Sabana de Bogotá. La numeración al interior de los carriles identifica cada una de las bandas cortadas 
para posterior secuenciación (ver Tabla 3.1 y Tabla 3.2). 
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4.3.3 Análisis bioinformático 
4.3.3.1 Análisis del gen 16S rARN para identificación molecular de las cepas 
Se ensamblaron las secuencias del gen 16S rRNA obtenidas con los iniciadores universales para 
obtener la secuencia completa para las cepas estudiadas (Anexo C). La herramienta del RDP classifier 
indicó que las cepas E, F, I, H y L de la Sabana de Bogotá están relacionadas con Pseudomonas sp. Por 
otro lado, las cepas 6, 7, y 11 del Cesar fueron clasificadas como Bacillus sp. La cepa 5, procedente del 
Cesar, fue relacionada con el género Arthrobacter (Tabla 4.4). Todas las cepas mostraron un porcentaje 
de identidad igual o mayor al 99% de su secuencia del gen 16S rARN con la secuencia más cercana de 
la base de datos RDP. 
 
Tabla 4.4. Identificación molecular utilizando secuencias del gen 16S rARN de las cepas bajo estudio y que 
amplificaron genes de resistencia. Secuencias obtenidas de la base de datos del RDP. 
Cepa** Sitio de origen Organismo Secuencia más cercana*; Número de identificación % identidad 
E Sabana Pseudomonas sp. Pseudomonas fluorescens E10; HQ420253 99 
H Sabana Pseudomonas sp. Pseudomonas putida AGL 13; EU118779 99 
I (F, G, J, N) Sabana Pseudomonas sp. Pseudomonadaceae bacterium KVD-1700-18; DQ490312 99 
L Sabana Pseudomonas sp. Pseudomonadaceae bacterium KVD-1700-18; DQ490312 100 
5 Cesar Arthrobacter sp. Arthrobacter globiformis B-4S-7; JF439618 99 
6 Cesar Bacillus sp. Bacillus simplex A1-6; JF496323 100 
7(1,4) Cesar Bacillus sp. 
Bacillus stratosphericus (T) 41KF2a; AJ831841 
Bacillus aerophilus (T) 28K; AJ831844 




11 Cesar Bacillus sp. Bacillus cereus BGSC 6A5; AY224379 Bacillus thuringiensis 2000032757; AY138280 
99 
99 
* (T) secuencia tipo. ** Entre paréntesis, cepas que mostraron un perfil de SSCP idéntico con la cepa secuenciada (ver sección 4.3.2 
Single Strand Conformational Polymorphism (SSCP)). 
 
Para el estudio filogenético se construyó un árbol de distancias evolutivas con las secuencias tipo y no 
tipo obtenidas para relacionar a cuales especies son más cercanas las cepas bajo estudio en el presente 
trabajo. Las secuencias fueron obtenidas en la base de datos del RDP, una base de datos curada la cual 
permite una mayor confianza en las secuencias y por ende de los análisis realizados. Las secuencias de 
las cepas estudiadas en el presente trabajo se agruparon en tres clados distintos (Figura 4.9): 1) uno 
perteneciente a las Actinobacteria, filo al cual pertenece Arthrobacter sp.; 2) otro que corresponde a las 
Proteobacteria, filo al cual pertenece Pseudomonas sp.; y 3) el último que corresponde a las Firmicutes , filo 
al cual pertenece Bacillus sp.. La cepa 5 del Cesar se agrupó con las especies de Athrobacter y mostró 
mayor cercanía a la especie de A. globiformis (JF439618) (Figura 4.9). Las cepas 6, 7 y 11 del Cesar 
quedaron agrupadas con las especies de Bacillus, donde la cepa 6 mostró mayor cercanía con B. simplex 
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(JF496323) y a una especie del género Brevibacterium (AM747813), mientras que la cepa 7, mostró 
mayor cercanía con distintas especies de Bacillus: B. pumilus (AB098578), B. stratosphericus (AJ831841), B. 
aerophilus (AJ831844) y B. altitudinis (AJ831842) (Figura 4.9). Finalmente, dentro de este grupo, la cepa 
11 forma un clado separado junto con B. cereus (AY224379) y B. thuringiensis (AY138280). Las cepas I, 
L, E y H de la Sabana de Bogotá quedaron agrupadas con las especies del género Pseudomonas, donde 
las cepas I y L, con secuencias idénticas, y la cepa E mostraron mayor cercanía con P. fluorescens 
(HQ420253) y P. azotoformans (D84009), mientras que la cepa H mostró mayor cercanía con P. putida 
(EU118779) (Figura 4.9).  
 
 
Figura 4.9. Árbol filogenético construido a partir de las secuencias nucleotídicas del gen 16S rARN completo y de 
secuencias obtenidas de la base de datos del RDP (el número de acceso para la secuencia se presenta al frente de 
cada nombre del microorganismo). Los nombres en rojo representan las secuencias de las cepas resistentes a 
arsénico estudiadas en el presente trabajo (ver Tabla 4.4 y Anexo C). El patrón de ramificación se obtuvo por 
método de Neighbour-Joining  y los valores de bootstrap fueron calculados a partir de 1000 réplicas. La barra de 
escala indica sustituciones por nucleótido. 
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4.3.3.2 Identificación de genes funcionales de resistencia a arsénico 
El análisis de los genes funcionales se realizó comparando las secuencias de aminoácidos, deducidas a 
partir de las secuencias nucleotídicas obtenidas, usando blastx con el código genético estándar y 
comparando contra la base de datos del SwissProt. También se realizó el análisis con las secuencias 
nucleotídicas usando blastn del NCBI. Las secuencias nucleotídicas y las secuencias de aminoácidos 
deducidas para los distintos genes funcionales, obtenidas en este trabajo, se presentan en los Anexos C 
y D respectivamente. 
4.3.3.2.1 arsB (Bomba de expulsión de arsenito) 
Los resultados de los análisis para identificar el gen funcional arsB amplificado de las cepas resistentes 
a arsénico se muestran en la Tabla 4.5. Después de ensamblar las secuencias nucleotídicas de las 
bandas que se cortaron a partir del gel de SSCP (Figura 4.8) se usó la secuencia consenso para realizar 
la búsqueda con la herramienta blastx. Se encontró que para la cepa E, las bandas E1 y E3 
ensamblaron entre sí y mostraron una identidad del 100% con una proteína perteneciente a una 
Pseudomonas sp. Ag1, mientras que las bandas E2-E4, se ensamblaron entre sí y corresponden a la 
proteína de membrana reportada para una Pseudomonas sp. A23 (Tabla 4.5). Esta misma secuencia 
mostró una alta identidad (94%) con la banda I1. Para la cepa I, se encontró que la banda I2-I3 mostró 
89% de identidad con Pseudomonas syringae pv. Tomato T1 al igual que la secuencia obtenida para la 
cepa F. La banda I4 mostró un porcentaje de identidad del 98% con Pseudomonas syringae pv. aptata str. 
DSM 50252 y la cepa H, mostró un 99% de identidad con Pseudomonas putida KT 2440. La cepa 7, 
contiene una proteína con una identidad del 99% con una secuencia de bomba de membrana para 
expulsión de arsénico putativa reportada en un Bacillus sp. M 2-6. Para evaluar la similitud entre las 
secuencias estudiadas y las secuencias de las bases de datos, se realizó un análisis filogenético que 
permitió su comparación (Figura 4.10). El árbol filogenético se construyó usando las secuencias 
mencionadas en la Tabla 4.5 incluyendo secuencias de proteínas de la bomba transmembranal de 
expulsión de arsénico reportadas en la base de datos curada del SwissProt para diferentes especies. 
En la Figura 4.10 se observa que las secuencias correspondientes a las proteínas ArsB de Pseudomonas 
(cepas E, F, H e I) se agrupan formando un clado aparte de las proteínas ArsB reportadas en E. coli, 
Shigella y Yersinia. Por otro lado, la secuencia de la proteína de la cepa 7, que mostró identidad con una 
secuencia proteica de un Bacillus sp. (Tabla 4.5), se agrupó con una secuencia de proteína reportada 
para Bacillus subtilis (Figura 4.10), y estas secuencias a su vez se agrupan en un clado junto con las 
secuencias presentes en especies de Staphylococcus, sugiriendo que las secuencias de proteínas de estos 
dos géneros están muy relacionadas. 
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Tabla 4.5. Clasificación de las secuencias de aminoácidos deducidas a partir de las secuencias nucleotídicas del 
gen arsB de las cepas bajo estudio. Búsqueda realizada usando blastx comparando con la base de datos no 
redundante del GenBank. 
Cepa Organismo Banda Secuencia más cercana; número de identificación % identidad 
E Pseudomonas sp. E1-E3 Pseudomonas sp. Ag1; ZP10477614.1 100 E2-E4 Pseudomonas sp. A23; CAK55208.1 95 
F (G, J, N) Pseudomonas sp.  Pseudomonas syringae pv. Tomato T1; ZP_03399902.1 88 
H Pseudomonas sp. H1-H2 Pseudomonas putida KT 2440; NP_744082.1 99 
I Pseudomonas sp. 
I1 Pseudomonas sp. A23; CAK55208.1 94 
I2-I3 Pseudomonas syringae pv. Tomato T1; ZP_03399902.1 89 
I4 Pseudomonas syringae pv. aptata str. DSM 50252; EGH79113.1 98 
7 Bacillus sp.  Bacillus sp. M 2-6; ZP_10161646.1 99 
 
 
Figura 4.10. Árbol filogenético de las secuencias de aminoácidos deducidas a partir de las secuencias del gen arsB 
amplificado en las cepas estudiadas y de las secuencias obtenidas en las bases de datos SwissProt y GenBank (el 
número de acceso en las bases de datos se presenta para cada secuencia). En rojo se indican las cepas cuyas 
secuencias se obtuvieron en este estudio (Tabla 4.5 y Anexo D); en azul se indican los nombres de las secuencias 
obtenidas a partir de la base de datos SwissProt (curada); en negro se indican los nombres de las secuencias más 
cercanas a las secuencias bajo estudio (Tabla 4.5) obtenidas en la base de datos GenBank (sin curar). El patrón de 
ramificación se obtuvo por método de Neighbour-Joining , y los valores de bootstrap fueron calculados a partir de 
1000 réplicas. La barra de escala indica sustituciones por aminoácido.  
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También se realizó una comparación de las secuencias a nivel de nucleótidos para evaluar si resulta en 
una relación idéntica a lo observado anteriormente a nivel de proteínas. Para esto, se usó la 
herramienta blastn de la base de datos del GenBank para encontrar las secuencias de ADN 
relacionadas con mayor identidad para cada una de las secuencias problema. Los resultados se 
encuentran descritos en la Tabla 4.6. 
 
Tabla 4.6. Clasificación de las secuencias nucleotídicas del gen arsB de las cepas bajo estudio. Búsqueda realizada 
usando blastn comparando con la base de datos no redundante del GenBank. 
Cepa Organismo Banda Secuencia más cercana; número de identificación % identidad 
E Pseudomonas sp. E1-E3 
Pseudomonas azotoformans isolate AC3; 
FN825806.1 97 
E2-E4 Pseudomonas fluorescens A506; CP003041.1 90 
F (G, J, N) Pseudomonas sp.  Pseudomonas putida KT2440; AE015451.1 76 
H Pseudomonas sp. H1-H2 Pseudomonas putida KT2440; AE015451.1 95 
I Pseudomonas sp. 
I1 Pseudomonas fluorescens A506; CP003041.1 91 
I2-I3 Pseudomonas putida KT2440; AE015451.1 77 
I4 Pseudomonas putida KT2440; AE015451.1 77 
7 Bacillus sp.  Bacillus pumilus SAFR-032; ABV63593.1 86 
 
 
Según estos resultados, se encuentran porcentajes de identidad por encima del 90% a secuencias de 
Pseudomonas para las secuencias de las cepas E y H y para la secuencia I1 perteneciente a la cepa I 
(Tabla 4.6). Se obtuvieron porcentajes de identidad inferiores al 90% a la secuencia de Pseudomonas 
putida KT 2440 para las secuencias de la cepa I, correspondientes a las bandas I2-I3 e I4 (Figura 4.8), y 
para la secuencia de la cepa F (Tabla 4.6). La secuencia de la cepa 7, tiene un porcentaje de identidad 
del 86% con un Bacillus pumilus. De igual forma como realizado para las secuencias de aminoácidos 
deducidas (Tabla 4.5, Figura 4.10) se relacionaron en un árbol filogenético las secuencias nucleotídicas 
originales de los genes arsB de las cepas bajo estudio con las secuencias más cercanas obtenidas en la 
base de datos GenBank (Figura 4.11). 
 
Las secuencias de nucleótidos del gen arsB presentan una distribución en el árbol (Figura 4.11) similar 
al encontrado a nivel de proteína (Figura 4.10). Las secuencias I2-I3 se agruparon con la secuencia F y 
este grupo a su vez se agrupa con la banda I4 y la secuencia de la cepa H, mientras que la secuencia I1 
se agrupó con la secuencia E2-E4. La secuencia de la cepa 7 formó un clado aparte con la secuencia 
del gen arsB asociado con una secuencia de Bacillus pumilus. 
 




Figura 4.11. Árbol filogenético de las secuencias de nucleótidos del gen arsB amplificadas de las cepas estudiadas. 
En rojo se indican las cepas cuyas secuencias se obtuvieron en este estudio (Tabla 4.6 y Anexo D); en negro se 
indican los nombres de las secuencias obtenidas a partir de la base de datos GenBank. El patrón de ramificación se 
obtuvo por método de Neighbour-Joining , y los valores de bootstrap fueron calculados a partir de 1000 réplicas. La 
barra de escala indica sustituciones por nucleótido. 
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4.3.3.2.2 arsC (Arsenato reductasa) 
La secuencia del gen funcional arsC de la cepa 11 (Anexo D) mostró un 95% de identidad a nivel de 
proteína con la secuencia presente en la base de datos SwissProt con código de acceso Q6HGP0.1 
(ARSC_BACHK), y que hace parte de un proyecto de secuenciación genómico de la cepa Bacillus 
thuringiensis serovar konkukian str. 97-27. Esta secuencia contiene el dominio LMWP que cataliza la 
reducción de arsenato a arsenito y desfosforila proteínas fosforiladas en tirosina, aril fosfatos y acil 
fosfatos. Para la construcción del árbol filogenético (Figura 4.12) con esta secuencia, se tomó de la 
base de datos SwissProt una selección de secuencias de aminoácidos para la proteína ArsC reportadas 
para distintas especies, junto con las secuencias que arrojaron mayor porcentaje de identidad en la base 
de datos GenBank del NCBI. Se encontró que la secuencia de la proteína ArsC presente en la cepa 11 
se agrupa con la secuencia de Bacillus sp. Rice-C en una rama aparte dentro del clado de Bacillus (Figura 
4.12). 
 
Figura 4.12. Árbol filogenético de las secuencia de aminoácidos deducida a partir de la secuencia del gen arsC 
amplificado de la cepa 11 del departamento del Cesar y de las secuencias obtenidas en las bases de datos SwissProt 
y GenBank. En rojo se indica la cepa cuya secuencia se obtuvo en este estudio (Anexo D); en negro se indican los 
nombres de las secuencias obtenidas a partir de la base de datos GenBank (sin curar); en azul se indican los 
nombres de las secuencias más cercanas a la secuencia bajo estudio obtenidas en la base de datos SwissProt. El 
patrón de ramificación se obtuvo por método de Neighbour-Joining , y los valores de bootstrap fueron calculados a 
partir de 1000 réplicas. La barra de escala indica sustituciones por aminoácido. 
 
Capítulo 4. Resultados 69 
 
El análisis, en la base de datos GenBank de la secuencia del gen arsC de la cepa 11 a nivel de 
nucleótidos, mostró que esta tiene un 99% de identidad con la secuencia parcial del gen arsC de Bacillus 
sp. Rice-C (AM990469.1). Se tomaron de GenBank otras secuencias cercanas a este resultado para 
construir el árbol filogenético que permite relacionar esta familia de genes con los reportados en otras 
especies a nivel de nucleótidos (Figura 4.13). Dentro de esta construcción se incluyeron los genes que 
codifican para ArsC en las cepas de E. coli K12 W3110 y MG1655, secuencias de Pseudomonas, Yersinia 
enterocolitica, Staphylococcus hemolyticus y otras especies de Bacillus para comparar con lo obtenido a nivel de 
aminoácidos (Figura 4.12). Como se observó en el análisis de la secuencia a nivel de aminoácidos, la 
secuencia nucleotídica del gen arsC de la cepa 11 obtenida en el presente estudio, formó un grupo con 
la misma secuencia de Bacillus sp. Rice-C en una rama aparte dentro del clado de Bacillus. 
 
 
Figura 4.13. Árbol filogenético de secuencias de nucleótidos del gen arsC amplificado de la cepa 11. En rojo se 
indica la cepa 11 cuya secuencia se obtuvo en este estudio (Anexo C); en negro se indican los nombres de las 
secuencias obtenidas a partir de la base de datos GenBank. El patrón de ramificación se obtuvo por método de 
Neighbour-Joining , y los valores de bootstrap fueron calculados a partir de 1000 réplicas. La barra de escala indica 
sustituciones por nucleótido. 
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4.3.3.2.3 aroA (Arsenito oxidasa) 
En el análisis de la secuencia para el gen aroA de la cepa 6 (Tabla 4.3) se encontró que aunque el 
fragmento amplificado con los primers #1F y #1R mostró una secuencia de buena calidad (Anexo C), 
esta no mostró un marco abierto de lectura, es decir, parece ser una secuencia que no codifica para una 
proteína, lo que claramente puede indicar que es una inespecificidad bien marcada del producto de 
PCR a pesar de tener el tamaño esperado (Figura 4.6). Al realizar una búsqueda dentro de las bases de 
datos(GenBank, Uniprot), se encontró que esta secuencia nucleotídica contiene un dominio 
perteneciente a la superfamilia SpoVIF que está relacionada con el proceso del desarrollo de esporas 
resistentes al calor en B. subtilis (Sato y Kobayashi, 1998). La secuencia nucleotídica más cercana que se 
encontró para el fragmento amplificado de la cepa 6 fue una que se identifica como “hypothetical 
protein HMPREF1013_00693 [Bacillus sp. 2_A_57_CT2]” (código de acceso en GenBank 
ZP_08004088) que no está relacionada con el proceso de oxidación de arsenito. 
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4.4 Estudios de actividad reductasa y oxidasa 
Para complementar la información encontrada a nivel molecular se planteó llevar a cabo estudios de 
actividad reductasa y oxidasa que permitieran confirmar y analizar el efecto que tiene la presencia de 
los genes de resistencia con su capacidad transformadora. Las bacterias que son más resistentes a altas 
concentraciones de arsénico son capaces de transformar el elemento de manera muy eficiente, por ello 
su resistencia al metal.  
Para evaluar su capacidad de transformar ya sea por oxidación del arsenito o reducción del arsenato, se 
plantearon diversos métodos reportados que permiten identificar tanto el ion arsenato o el ion 
arsenito. Se evaluaron dos métodos de cuantificación de arsénico: i) método de nitrato de plata 
descrito por Muller et al., 2003 y ii) método de formación de azul de molibdeno reportado por 
Cummings et al., 1999.  
El primer método evaluado implicaba el cultivo de las bacterias en medio sólido y así determinar la 
transformación por la formación de precipitados coloreados inundando el plato con una solución de 
AgNO3. Esto llevaría a la formación de un precipitado café correspondiente al Ag3AsO4 y un 
precipitado amarillo correspondiente al AgAsO2 (Ecuación 2 y Ecuación 3).  
𝐴𝑔𝑁𝑂3 +  𝐴𝑠𝑂2− → 𝑁𝑂3− +  𝐴𝑔𝐴𝑠𝑂2 (𝑠) −  𝑎𝑚𝑎𝑟𝑖𝑙𝑙𝑜   (Ecuación 2) 
3 𝐴𝑔𝑁𝑂3 +  𝐴𝑠𝑂43− → 3 𝑁𝑂3− +  𝐴𝑔3𝐴𝑠𝑂4 (𝑠) −  𝑐𝑎𝑓é 𝑟𝑜𝑗𝑖𝑧𝑜         (Ecuación 3) 
La preparación de medio con distintas concentraciones de arsenato y arsenito permitió hacer una 
primera evaluación de las concentraciones mínimas inhibitorias (Figura 4.14). Sin embargo se 
encontraron problemas de diferenciación debido a la coloración propia de las bacterias que en algunos 
casos es rojiza y en otros, como el de algunas Pseudomonas sp., cuya coloración natural es de un amarillo 
que se puede llegar a confundir con el color del AgAsO2 (Figura 4.14). 
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Figura 4.14. Tamizaje de actividad oxidasa en medio CDM suplementado con arsenito de sodio 5mM. Izquierda: 
placa antes de agregar AgNO3 0,1 M; derecha: placa después de agregar AgNO3 0,1 M. 
 
Por esta razón y debido a la necesidad de manejar múltiples muestras al mismo tiempo, se modificó el 
protocolo para medir con mayor eficiencia y menor volumen la presencia de arsenato y arsenito 
(Simeonova et al., 2004) realizando las lecturas en placas de 96 pozos. Después de los tiempos de 
incubación de 24, 48 y 72h se adicionó AgNO3 a cada pozo como se describe en la sección de 
metodología. Se encontró que el método no permite identificar claramente en cuál pozo hubo 
oxidación de arsenito y/o reducción de arsenato en los tiempos de incubación establecidos debido a la 
dificultad en observar los cambios de coloración de los precipitados formados (no mostrado). Todas 
estas reacciones se observaron por igual para todas las réplicas de las cepas examinadas incluso en los 
controles de E. coli AW3110, donde no se debe ver transformación, y de E. coli W3110 y E. coli M1360 
que son controles positivos para la reducción de arsenato. 
 
Se probó otro método de evaluación reportado por Cummings et al., 1999 para realizar la medición de 
As(V) y As(III) por cuantificación espectrofotométrica. El primer medio que se empleó fue un medio 
tris conteniendo micronutrientes en concentraciones bajas y lactato como fuente de carbono (ver 
Anexo: Composición de soluciones y medios de cultivo). El crecimiento bacteriano en este tipo de 
medios es muy lento debido a lo restrictivo en cuanto a nutrientes, tomando 4 semanas para alcanzar 
una densidad celular aceptable para realizar las pruebas de cuantificación. El cultivo en medio CDM 
(Muller et al., 2003) que fue el medio utilizado en la prueba con nitrato de plata anteriormente 
mencionada, también es restrictivo para el crecimiento celular, tardando el cultivo hasta 4 semanas 
para alcanzar la densidad celular deseada. Se esperaba que la adición a los medios de cultivo de 1 mM 
As (III) y 2 mM As (V) desde el inicio, permitiera cuantificar la transformación del metal a medida que 
las células pasaban por las diferentes fases de crecimiento. 
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El principio de la cuantificación por azul de molibdeno consiste en la formación del complejo 
arsenomolibdato. El complejo formado en el presente trabajo tuvo una absorción máxima a 840 nm 
mientras que a 865 nm la absorbancia fue inferior. Por esta razón se decidió hacer las mediciones a 840 
nm (Figura 4.15). Se realizaron dos curvas de calibración: i) con arsénico en agua donde se variaron las 
concentraciones de arsénico en agua desionizada (Figura 4.15) y ii) arsénico en medio tris o medio 
CDM donde se realizó la curva de calibración variando las concentraciones de arsénico en los medios. 
Al realizar las curvas de calibración con los medios de cultivo se encontraron problemas de formación 
de complejos azulados debido a la presencia de fosfatos en los medios tris y CDM. Igualmente, hubo 
problemas al intentar realizar la cuantificación con las células, ya que las células en sí contienen 
fosfatos en muchas moléculas de gran importancia y este método es extremadamente sensible a la 
presencia de fosfatos. Esta dificultad para medir la cantidad de arsenato o arsenito presente se debe a 
que las medidas de absorbancia están por debajo del límite de detección ya que la cantidad de 
complejo arsenical formado no es suficiente para ser detectado por el espectrofotómetro. 
  
Figura 4.15. Resultados de la curva de calibración para la cuantificación de arsénico por el método de azul de 
molibdeno a 865 nm y 840 nm. A la izquierda, cuantificación de As (V), a la derecha cuantificación de As (III) 
usando oxidación con KIO3 (Cummings et al., 1999). 
4.5 Ensayos de resistencia 
La alta resistencia a arsénico se ha asociado a la presencia del operón ars en plásmidos o integrado en el 
cromosoma (Kaur y Rosen, 1992; Rosen, 2002; Sato y Kobayashi, 1998). El arsénico entra a la célula 
por la similitud estructural a otros compuestos de vital importancia para las células, como el ión 
fosfato, y una vez adentro es importante para la gran mayoría de bacterias que exista expulsión del 
metaloide donde, para lograrlo, se han adaptado mecanismos como el operón ars. Si el metal tóxico no 
es expulsado la bacteria eventualmente muere, como se demuestra con el mutante para el operón ars 
E. coli AW3110 (Carlin et al., 1995) que no resiste a ninguna concentración de arsénico (Tabla 4.7). La 
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resistencia a arsénico en el presente trabajo se definió como la capacidad de crecer en concentraciones 
de arsenato de 20 mM y arsenito de 1 mM (Achour et al., 2007; Bachate et al., 2009). 
La Tabla 4.7 muestra los resultados de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de arsenato de sodio 
y arsenito de sodio para las cepas examinadas en este estudio. Las cepas provenientes de la sabana de 
Bogotá (cepas C-N) mostraron una resistencia a altas concentraciones de ambas formas del arsénico 
examinadas, con excepción de la cepa B que mostró muy baja o nula CMI. La cepa B únicamente 
logró crecer en medio suplementado con 1 mM As (III). 
Por otro lado, en las cepas provenientes del departamento del Cesar, se encontraron resultados muy 
interesantes y distintos a los de las cepas de la Sabana de Bogotá (Tabla 4.7). Únicamente la cepa 6 
mostró un valor de CMI para el arsenato mayor a 200 mM y para el arsenito mayor a 20 mM. Las 
demás cepas fueron más resistentes a arsenato que a arsenito, excepto la cepa 8 que no creció en 
arsenato pero sí en arsenito 1 mM. 
Tabla 4.7. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) de las cepas estudiadas a As (V) y As (III) 
y su relación con los genes funcionales amplificados. 
 CMI (mM) Gen amplificado* 
Cepa As (V) As (III) arsB aroA arsC 
Cepas control 
W3110 >200 5 + ND + 
AW3110 0 0 - ND - 
MG1655 >200 5 + ND + 
Cepas Sabana de Bogotá 
B 0 1 - - - 
C >200 >20 - * - 
E >200 >20 + - - 
F >200 >20 + * * 
G >200 >20 + - * 
H >200 >20 + - - 
I >200 >20 + * * 
J >200 >20 + - - 
K >200 >20 * - * 
L >200 >20 + - * 
N >200 >20 + * * 
Cepas Cesar 
1 40 0 + - - 
2 >200 5 - - - 
3 100 0 - - - 
4 >200 1 + - - 
5 >200 5 - - - 
6 >200 >20 - * * 
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7 40 0 + - - 
8 0 1 - - - 
9 80 0 - - - 
10 >200 1 - - - 
11 80 0 + - + 
12 >200 1 + - - 
13 >200 1 - - - 
14 >200 0 - - - 
15 0 0 + - - 
16 >200 0 + - - 
17 >200 0 + - - 
ND, no determinado para este gen. *, referirse a la Tabla 4.3. 
 
 
5. Capítulo 5. Discusión de Resultados 
5.1 Resistencia de las cepas bacterianas a arsénico 
La contaminación con arsénico en el país ha sido poco estudiada y son escasos los análisis de 
diversidad de comunidades microbianas cultivables y de genes de resistencia a arsénico para 
búsqueda de una alternativa para su biorremediación. Por esta razón, en este trabajo se propuso la 
investigación de la diversidad de bacterias resistentes a arsénico en dos muestras de suelo 
provenientes de distintas regiones de Colombia donde se ha encontrado la presencia del 
metaloide. Este trabajo presenta uno de los primeros acercamientos a la identificación de genes de 
resistencia al metal en bacterias de suelos nacionales. Estos suelos, aunque no están clasificados 
como suelos contaminados por arsénico, presentan concentraciones que deben ser tenidas en 
cuenta por el riesgo a la alta carga contaminante proveniente de los desechos sin tratar que se 
arrojan indiscriminadamente al río Bogotá, principalmente de origen industrial. 
 
Un grupo de los organismos con los cuales se trabajó en este proyecto provienen de un trabajo 
previo realizado en la Universidad Nacional de Colombia, en el cual se determinaron las 
concentraciones de arsénico de los lugares estudiados de la Sabana de Bogotá (Muñoz, 2008) y en 
el Colegio Mayor de Cundimarca, en el cual se realizaron los aislamientos microbianos de los 
sitios evaluados (Torres y Moreno, 2008). Del trabajo del Colegio Mayor de Cundinamarca, la 
máxima concentración bajo la cual las cepas bacterianas fueron recuperadas de las muestras de la 
Sabana de Bogotá fue de 50 mM para la cepa J, 25 mM para la cepa E y 15 mM para la cepa I. En 
ese trabajo no se presentan datos de resistencia de las cepas a arsenito de sodio (Torres y Moreno, 
2008). En el presente trabajo, con la prueba de resistencia y determinación de CMI a arsénico, se 
encontró que todas las cepas de la Sabana de Bogotá son resistentes a altas concentraciones del 
metaloide (Tabla 4.7 y Tabla A., Anexo A), a excepción de la cepa B la cual resiste hasta 2 mM de 
arsenato de sodio aunque logró crecer en medio con As (III) 1mM (Tabla A., Anexo A). Estos 
resultados se pueden correlacionar con lo encontrado a nivel molecular donde en la mayoría de las 
cepas de esta región se pudo verificar la presencia de genes que codifican para la bomba de 
expulsión de arsenito, ArsB (Tabla 4.5). La importancia de encontrar estas bombas de arsénico en 
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estos microorganismos, sugiere que los mismos son capaces de expulsar el metaloide, ya sea de 
forma pasiva o de forma activa (en el caso de haber la presencia de ArsA que es la proteína que 
usa ATP junto con ArsB para esta expulsión) (Rosen, 1999). La alta resistencia a arsénico es 
característica de Pseudomonas spp., un género bacteriano bastante ubicuo en el ambiente y con una 
alta capacidad adaptativa (Cai et al., 2009; Canovas et al., 2003; Lim y Cooksey, 1993). El ambiente 
en que fueron recuperados estos microorganismos también es influyente en su capacidad de 
resistencia ya que no solamente están expuestas a concentraciones de arsénico moderadas sino 
que también se encuentran expuestos a otros metales pesados y contaminantes orgánicos 
provenientes del río Bogotá (Muñoz, 2008). 
 
El otro grupo de organismos estudiados en el presente trabajo provienen de un proyecto realizado 
en la Facultad de Agronomía de la Universidad Nacional de Colombia donde se procesaron suelos 
provenientes del municipio Agustín Codazzi del departamento del Cesar. Dentro de ese proyecto 
se determinó la concentración de arsénico por generación de hidruros donde las concentraciones 
mostraron valores de hasta 29,9 mg/L (Torres, Comunicación personal). En las cepas del Cesar 
las concentraciones máximas en las cuales las bacterias se aislaron fueron de 50 mM de arsenato 
(Torres, Comunicación personal), sin embargo en el presente estudio durante la determinación de 
la CMI, la cepas 8 y 15 no crecieron en arsenato y la primera creció en arsenito 1 mM. Es posible 
que esta pérdida de resistencia este relacionada con la presencia de plásmidos o algún elemento 
móvil y que al realizar los pases microbiológicos para recuperarlos en caja de Petri para el presente 
estudio, las bacterias los pudieron haber eliminado ya que no se encontraba la presión del 
contaminante. En el presente trabajo, del conjunto de cepas del Cesar, únicamente la cepa 6 
mostró valores de resistencia altos tanto para arsenato As (V) como para arsenito As (III), 
respectivamente, superiores a 200 mM y 20 mM (Tabla 4.7). Las demás cepas de esta región 
mostraron una mayor resistencia a As (V) que a As (III), excepto la cepa 8 que no creció en 
arsenato pero sí en arsenito 1 mM (Tabla 4.7). Las cepas control E. coli K-12 W3110 y E. coli K-12 
MG1655, donde el operón ars ha sido previamente caracterizado (Carlin et al., 1995) y en cuyo 
estudio la resistencia alcanza 1 mM de arsenito, se encontró en el presente trabajo que resisten 
hasta 5 mM de arsenito de sodio y más de 200 mM de arsenato de sodio (Tabla 4.7). La cepa E. 
coli AW3110, cuyo operón ars fue suprimido (Carlin et al., 1995), presentó sensibilidad a la 
presencia del metal tanto en la forma de arsenato como de arsenito (Tabla 4.7). 
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5.2 Análisis de los genes de resistencia a arsénico 
Los resultados de crecimiento microbiológico en arsénico encontrados en el presente trabajo se 
pueden correlacionar con los resultados encontrados a nivel molecular donde en 16 de las 28 cepas 
estudiadas (57,1 %) se encontraron genes que amplifican con los iniciadores dirigidos al gen que 
codifica para la proteína ArsB (Tabla 4.7). En ninguna de las cepas estudiadas se encontraron genes 
transportadores relacionados con la familia Acr3p, las cuales fueran probadas con los iniciadores 
dirigidos para las familias Acr3(1) y Acr3(2) (Achour et al., 2007). Este hecho es de resaltar ya que las 
cepas seleccionadas del Cesar son Bacillus sp. y se ha reportado que estas familias de genes se encuentra 
en B. subtilis y B. anthracis (Achour et al., 2007). Sin embargo, las cepas estudiadas de Bacillus de este 
trabajo son más cercanas a B. stratosphericus, B. aerophilus, B. cereus, B. pumilus y B. thuringiensis (Tabla 4.4) y 
la presencia de estos genes en este género se encuentra principalmente a nivel genómico (Sato y 
Kobayashi, 1998), lo que sugiere que en estas especies predomina la familia arsB en relación a las 
familias Acr3(1) y Acr3(2). Las secuencias de la familia arsB, que se identificaron con los primers 
darsB1 (Achour et al., 2007) permiten evaluar varios aspectos: que la secuencia obtenida de Bacillus sp., 
está relacionada con una proteína putativa de Bacillus sp. cuya función no ha sido confirmada y a su 
vez, se ha encontrado que el operón presente en este género es homólogo al que está presente en el 
plásmido pI258 de Staphylococcus aureus (Sato y Kobayashi, 1998), lo cual concuerda al compararlo a 
nivel de aminoácidos (Figura 4.10).  
El otro clado que se encuentra en las cepas estudiadas es el correspondiente al género Pseudomonas 
(Figura 4.10). En este género, se ha reportado la existencia de un operón de resistencia a arsénico en 
Pseudomonas fluorescens integrados en el cromosoma (Prithivirajsingh et al., 2001a). La similitud entre los 
genes encontrados en el cromosoma de las secuencias I1 y E2-E4 con los encontrados en las bases de 
datos se debe a que existe una alta conservación evolutiva del operón ars cromosomal y plasmídico 
donde se sugiere que el operón ars cromosomal fue un precursor de los operones en los plásmidos ya 
que una ubicación en multicopia permitiría al operón ser mayormente expresado (Diorio et al., 1995). 
Esto explicaría lo que se encontró para las cepas E e I donde los resultados de la comparación de las 
secuencias obtenidas a partir de las distintas bandas aisladas por SSCP (Figura 4.8), muestran que sus 
genes arsB provienen de distintas especies de Pseudomonas (Tabla 4.5 y Tabla 4.6). Esta presencia 
multialélica de los genes de arsB fue una de las limitantes en la identificación por PCR en donde los 
fragmentos amplificados no pudieron ser secuenciados en una primera instancia. La mayoría de 
secuencias reportaron porcentajes de similitud mayores al 90% tanto en secuencias de aminoácidos 
como de nucleótidos y por tanto fue posible asignarlas a secuencias previamente reportadas en las 
bases de datos (Tabla 4.5 y Tabla 4.6). En la distribución del análisis filogenético de las secuencias 
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deducidas de aminoácidos dentro del clado de Pseudomonas, se encuentra que la banda I4 (Figura 4.8 y 
Figura 4.10) se relaciona más con P. syringae de diferentes pathovar. La cepa H está fuertemente 
relacionada con P. putida KT2440, una cepa ambiental ampliamente estudiada por su versatilidad 
metabólica y sus capacidades de resistencia y degradación de contaminantes (Nelson et al., 2002). Las 
bandas E1-E3 se asignaron a una Pseudomonas sp. Ag1 que hace parte de un proyecto de secuenciación 
genómico. En los análisis tanto de aminoácidos como de nucleótidos, las secuencias I2-I3 y F tuvieron 
porcentajes de identidad relativamente bajos, lo que sugiere la presencia de un gen de Pseudomonas, pero 
aún no relacionado con alguna especie en particular de este género.  
El análisis filogenético a nivel de nucleótidos de los genes arsB muestra que lo encontrado a nivel de 
aminoácidos se mantiene (Figura 4.11): se forman los clados de Bacillus y Pseudomonas donde el primero 
se relaciona más con Staphylococcus, y la secuencia de la cepa 7 se agrupa con Bacillus pumillus, que fue 
una de las asignaciones a nivel de especie para esta cepa por tipificación molecular. Sin embargo, en el 
clado de Pseudomonas (a excepción de las bandas E1-E3 que se agruparon con P. azotoformans), se 
encuentra una separación entre las secuencias de este trabajo y las secuencias cercanas reportadas. Las 
búsquedas a nivel de secuencia sin traducir se hacen más restrictivas ya que no se hace la comparación 
con codones sino nucleótido por nucleótido. Por esta razón, la mayoría de secuencias analizadas 
mostraron porcentajes de identidad altos con la misma secuencia de Pseudomonas putida KT2440 (Tabla 
4.6). 
A diferencia del gen arsB, el gen arsC, que codifica para una arsenato reductasa, no se pudo amplificar 
tan fácilmente. Una de las razones para la dificultad de encontrar dicho gen es la alta variabilidad que 
existe entre familias de estos genes de transformación de arsénico. Los iniciadores fueron diseñados 
por Bachate et al., 2009 basados en la secuencia consenso de los genes arsC de distintas especies de 
Bacillus (cereus, thuringensis, anthracis), lo que efectivamente permitió encontrar el gen funcional arsC de la 
cepa 11 el cual ha sido reportado en Bacillus cereus. De las dos familias descritas (Rosen, 2002), se 
encuentra que esta arsenato reductasa es homóloga a la encontrada en la familia Staphylococcus TrxArsC 
(ArsCsa), la cual usa tiorredoxina para reducir el arsenato. Las demás cepas estudiadas no permitieron 
amplificar el gen buscado, lo que se puede deber a que los iniciadores están dirigidos únicamente hacia 
la familia ArsCsa y posiblemente exista otra familia en estas cepas resistentes. Se ha reportado que una 
gran parte de cepas aisladas de regiones colombianas tienen el gen que codifica para la arsenato 
reductasa dependiente de glutatión-glutarredoxina (Villegas, 2007). Esto indica que se debe mejorar la 
búsqueda de genes de reducción de arsénico con otras parejas de iniciadores dirigidos a las otras 
familias. 
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El otro gen de interés que se buscó dentro de las cepas estudiadas, fue el correspondiente a la enzima 
arsenito oxidasa, aroA. La razón de la escogencia de este gen para su estudio en mecanismos de 
resistencia y transformación es por su posible utilidad en procesos de biorremediación donde es más 
factible realizar el tratamiento de aguas contaminadas con As en su estado más oxidado. Actualmente 
estos tratamientos se realizan mediante procesos fisicoquímicos que incluyen la adición de diferentes 
compuestos químicos para coprecipitar el metal o adsorberlo. Estos métodos dejan productos 
secundarios que no siempre son inocuos (Hashim et al., 2011; Zouboulis y Katsoyiannis, 2005). Por 
esta razón, es necesario buscar enzimas que permitan oxidar el metal y que tengan una alta capacidad 
transformadora. Esta búsqueda se realizó dentro de los aislamientos recibidos por medio de PCR. Los 
iniciadores utilizados en este estudio están dirigidos a la subunidad molibdopterina de la arsenito 
oxidasa (Inskeep et al., 2007), pero únicamente se obtuvo una amplificación que no correspondía al gen 
buscado. Aunque los iniciadores se diseñaron degenerados para poder capturar la mayor diversidad 
posible del gen aroA, el resultado de la secuenciación mostró una inespecificidad muy marcada de esta 
pareja de iniciadores. Es recomendable entonces, probar la segunda pareja de iniciadores reportados 
(Inskeep et al., 2007) para poder identificar otras subunidades Molibdo-pterina que no se pudieron 
reconocer con la pareja #1.  
 
5.3 Identificación molecular de cepas resistentes a arsénico 
Para la tipificación molecular de las cepas resistentes a arsénico, se procedió a amplificar la región 
V4-V5 para realizar una discriminación inicial de las cepas y averiguar si alguna de ellas eran 
réplicas. La selección de los iniciadores para la discriminación por análisis de SSCP se basó en los 
resultados obtenidos a partir de trabajos anteriores (Brandão et al., 2002a; Brandão et al., 2001). La 
región V4-V5 ha sido reportada como suficiente para maximizar la detección de diferencias entre 
conformaciones en SSCP (Schwieger y Tebbe, 1998). Se encontró que efectivamente los perfiles 
de bandas de los aislamientos de la sabana (Figura 4.7 y Figura 4.8), presentaban un 
comportamiento uniforme, sugiriendo que tienen una secuencia nucleotidica muy similar. Es por 
esta razón que las cepas F, G, J y N, al tener los mismos perfiles de bandeo, se asignaron como 
réplicas de la cepa I teniendo en cuenta que las características morfológicas de estas cepas eran 
también muy similares entre sí, con colonias que crecen rápidamente en medio TSA de color 
crema y que alcanzaron los mismos niveles de resistencia (>200 mM de As (V) y >20 mM de As 
(III); Tabla 4.7). De la misma manera inicialmente se asignaron las secuencias 1 y 4 como réplicas 
de la cepa 7, por su s perfiles de SSCP similares lo que indicaría que son de la misma especie. Pero 
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al comparar los perfiles de bandas en los genes funcionales, se encuentra que las cepas 1 y 4 tienen 
el mismo perfil, sin emabargo la cepa 7 mostró un perfil distinto para el gen arsB (Figura 4.7); 
también, en la determinación de las CMI (Tabla 4.7) se encuentra que las cepas 1 y 7 tienen los 
mismos niveles de resistencia (40 mM As (V), 0 mM As (III)) mientras que la cepa 4 es más 
resistente (>200 mM As (V), 1 mM As (III)). Es posible que estas tres cepas pertenezcan a la 
misma especie, pero sus mecanismos de resistencia varían por su comportamiento frente al metal. 
 
Para identificar a nivel molecular las cepas selecionadas a partir del SSCP como cepas con 
secuencias únicas (E, H, 5, 6, 11) o secuencias representativas (L, I, 7), se realizó la amplificación 
del gen 16S rARN completo. El ensamblaje de las secuencias de este gen para las diferentes 
bacterias estudiadas permitió compararlas con las secuencias disponibles en las bases de datos. 
Los análisis mostraron que las cepas de la Sabana de Bogotá (cepas E, H, I, L) son Pseudomonas sp.. 
Las cepas del Cesar (6, 7, 11) fueron clasificadas como Bacillus sp.. Ambos, son géneros que se 
encuentran comúnmente en suelos que contienen arsénico (Achour et al., 2007; Megharaj et al., 
2003; Villegas, 2007). Se encuentra que la cepa E tiene un 99% de identidad con Pseudomonas 
fluorescens E10 y a nivel de los genes arsB encontrados en esta cepa, se encuentran porcentajes de 
identidad del 100% y 95% para Pseudomonas sp.. La cepa H, tiene un 99% de identidad con 
Pseudomonas putida AGL 13 y su secuencia arsB tiene un porcentaje de identidad del 99% con 
Pseudomonas putida KT 2440. Estas especies de P. fluorescens y P. putida han sido caracterizadas por 
sus resistencia a arsénico en diferentes ambientes (Chang et al., 2008; Freikowski et al., 2010; 
Prithivirajsingh et al., 2001b). Las secuencias del gen 16S rARN de las cepas I (y las cepas F, G, J, 
N, con perfiles de SSCP similares) y L mostraron un porcentaje de identidad del 99% y 100% con 
la misma secuencia clasificada como Pseudomonadaceae, mientras que para el gen arsB se observó un 
porcentaje de identidad del 88 % con Pseudomonas syringae pv. Tomato T1 para la cepa F (G, J, N) y 
porcentajes de identidad del 89, 98 y 94% de las distintas bandas de la cepa I con Pseudomonas 
syringae pv. Tomato T1, Pseudomonas syringae pv. aptata str. DSM 50252 y Pseudomonas sp. A23, 
respectivamente. La especie P. syringae ha sido reportada por su resistencia a cobre cuyo 
mecanismo de resistencia es similar al de resistencia a arsénico mediado por bombas de expulsión 
(Cha y Cooksey, 1991; Muller et al., 2007), sin embargo los reportes que existen identifican a la 
bomba transportadora de arsenito por homología únicamente, y no se han reportado pruebas de 
resistencia a arsénico en esta especie. 
 
La presencia de Bacillus spp. en los suelos se debe a la resistencia de sus esporas en estos 
ambientes (Pepi et al., 2011) y su resistencia a arsénico ha sido ampliamente estudiada en este 
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género, tanto así que se encuentran especies como Bacillus arsenicus sp. nov y Bacillus indicus sp. nov 
aislados de un acuífero contaminado con arsénico en Bengal, India (Shivaji et al., 2005; Suresh et 
al., 2004). La secuencia del gen 16S rARN de la cepa 7 (y las cepas 1 y 4, con perfiles de SSCP 
similares) mostró porcentajes de identidad del 99% con diferentes especies de Bacillus como B. 
stratosphericus, B. aerophilus, B. pumilus. La clasificación del gen arsB para estas cepas mostró un 99% 
de identidad con el gen arsB de Bacillus sp. M2-6 y un 86% de identidad con la secuencia 
nucleotídica del gen arsB de B. pumilus. La cepa 11 mostró porcentajes de identidad del gen 16S 
rARN del 99% con B. cereus y B. thuringensis y su gen funcional arsC tiene un porcentaje de 
identidad del 95% con una secuencia de B. thuringiensis y una secuencia Bacillus sp. La cepa 5 tiene 
un 99% de identidad con Arthrobacter globiformis, un género que tiene unas características bastantes 
particulares, entre ellas que son bacterias altamente resistentes a la desecación y falta de nutrientes 
ya que su metabolismo es muy versátil, son pleomorfas con forma de bacilos en la fase 
exponencial y con forma de cocos en la fase estacionaria (Jones y Keddie, 2006). Se ha encontrado 
que son capaces de reducir Cr (VI) a Cr (III) el cual es la especie menos tóxica de este elemento 
(Megharaj et al., 2003). Esto da un indicio de la capacidad de adaptación de este género a 
condiciones severas lo que permite realizar procesos de transformación de metales como el 
arsénico.  
 
5.4 Ensayos de transformación de arsénico 
Para complementar la información encontrada a nivel molecular se planteó llevar a cabo estudios de 
actividad arsenato reductasa y arsenito oxidasa que permitirían confirmar y analizar el efecto que tiene 
la presencia de los genes de resistencia con la capacidad transformadora de arsénico por parte de los 
microorganismos. Se asumió que las bacterias con mayor resistencia a altas concentraciones de 
arsénico eran capaces de transformar el elemento de una forma más efectiva y por ello su resistencia al 
metal. Se plantearon diversos métodos para realizar estos ensayos: i) método de nitrato de plata 
descrito por Muller et al., 2003 (este método posteriormente fue modificado para realizar la lectura en 
placas de 96 pozos) y ii) método de formación de azul de molibdeno reportado por Cummings et al., 
1999.  
El primer método evaluado (Muller et al., 2003) es un método de identificación cualitativo que se basa 
en la diferencia de coloración del los precipitados de arsenato y arsenito. Es así que la formación de un 
precipitado café, correspondiente al Ag3AsO4, indicaría que está sucediendo un proceso de oxidación 
de arsénico, mientras que la formación de un precipitado amarillo, correspondiente al AgAsO2, 
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indicaría un proceso de reducción de arsénico por parte de las células. Sin embargo, se encontraron 
problemas de diferenciación debido a la coloración propia de las bacterias que en algunos casos es 
rojiza, y en otros casos como el de algunas Pseudomonas sp. cuya coloración natural es de un amarillo 
que se puede confundir con el color del AgAsO2. Por esta razón y debido a la necesidad de manejar 
múltiples muestras al mismo tiempo, se modificó el protocolo para medir con mayor eficiencia y 
menor volumen de suspensión celular la presencia de arsenato y arsenito en placas de 96 pozos 
(Simeonova et al., 2004). No obstante, después de los tiempos de incubación de 24, 48 y 72h, no fue 
posible encontrar un resultado distinguible entre los diferentes ensayos. Esto se debe a que por un 
lado se tiene la matriz biológica (las células) y por otro los iones de la sales que se componen los 
medios que pueden ser fácilmente oxidables por la plata, por lo tanto se produce una competencia de 
equilibrios de solubilidad por la producción de precipitados AgCl, AgAsO2, Ag3AsO4 con reacciones de 
oxidación-reducción donde el Ag del nitrato de plata se reduce a Ag metálica. Se observó que 
inmediatamente se agregaba el AgNO3, se formaba un precipitado blanco correspondiente a AgCl, 
producto de la presencia de cloruros en el buffer Tris-HCl, y después de un tiempo se observa la 
formación del precipitado amarillo de AgAsO2 en el caso de los pozos que contenían arsenito y luego 
el color pasaba a café por la oxidación del arsenito a arsenato. En el caso de los pozos que contienen 
arsenato, se formó inicialmente el precipitado blanco previamente observado y luego se formaba un 
precipitado color rosado del Ag3AsO4 que posteriormente pasaba a color café y finalmente se volvía 
negro por la formación de plata metálica. Todas estas reacciones se observaron por igual para todas las 
cepas estudiadas con sus réplicas, incluso para el control con E. coli AW3110, donde no se debía ver 
transformación, y para los controles positivos reductores de arsenato realizados con E. coli W3110 y E. 
coli M1360. 
El otro método evaluado (Cummings et al., 1999) se realizó para medir la presencia de As(V) y As(III) 
por cuantificación espectrofotométrica. Este método es una modificación de una prueba analítica de 
medición de fosfatos y se basa en la similitud de las propiedades químicas entre el fósforo y el arsénico 
para formar azul de molibdeno. El objetivo de esta prueba era crecer los microorganismos en 
concentraciones de arsénico que después se cuantificarían para la presencia de arsenato o arsenito a 
medida que las células lo transformaban. El primer medio que se empleó fue un medio Tris que 
contiene micronutrientes en concentraciones bajas y lactato como fuente de carbono (Anexo B). El 
crecimiento bacteriano en este medio es bastante lento debido a lo restrictivo en cuanto a nutrientes, y 
por esta razón fueran necesarias 4 semanas para alcanzar una densidad óptica aceptable para realizar 
las pruebas de cuantificación. El cultivo en medio CDM (Muller et al., 2003), el medio utilizado 
anteriormente en la prueba con nitrato de plata, también es algo restrictivo para las bacterias y su 
crecimiento, aunque ligeramente más rápido que en el medio Tris, tardó más de 3 semanas en alcanzar 
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la densidad óptica deseada. La adición de As (III) 1 mM y As (V) 2 mM a los medios de cultivo desde 
el inicio del cultivo, permite cuantificar la transformación del metal a medida que las células pasan por 
las diferentes fases de crecimiento. 
El principio de la cuantificación por azul de molibdeno consiste en la formación del complejo 
arsenomolibdato. Este complejo es reducido con ácido ascórbico originando un color azul en la 
solución cuya absorbancia se mide a 860 nm (Lenoble et al., 2003). El complejo con arsenato tiene una 
cinética de formación lenta y por ello la necesidad de calentar la muestra. El complejo formado en este 
estudio tuvo una absorción máxima a 840 nm mientras que a 860 nm la absorbancia fue menor. Por 
esta razón se decidió hacer las mediciones a 840 nm. En este ensayo, la preparación de la mezcla de 
reacción es un proceso bastante delicado ya que la presencia de fosfatos interfiere con la formación del 
arsenomolibdato y tiende a formarse fosfomolibdato preferiblemente, ya que la cinética de la reacción 
es más rápida. Esta mezcla de reacción es de color amarillo y se torna azul por la formación del 
complejo. De esta manera se realizaron dos curvas de calibración con base arsénico en agua y arsénico 
en medio Tris o medio CDM. Al realizar las curvas de calibración con los medios se encontraron 
problemas de formación de complejos azulados ya que se encuentran fosfatos en el medio, los cuales 
son indispensables para el funcionamiento y mantenimiento de las células, y por lo tanto no se puede 
eliminarlos de éste. Igualmente, cuando se realizaron las pruebas de la matriz con las células, la 
formación del complejo azul fue inmediata ya que las células en sí contienen fosfatos en muchas 
moléculas de gran importancia. Esta dificultad para medir la cantidad de arsenato o arsenito presente 
en el medio se debe a que las medidas de absorbancia están por debajo del límite de detección ya que 
la cantidad de complejo arsenical formado no es suficiente para ser detectado por el 
espectrofotómetro. Se sugiere para futuros trabajos realizar las medidas de concentración de arsénico 
separando fracciones con HPLC y luego detectando el metal por espectrometría de absorción atómica. 
 
 
6. Conclusiones y recomendaciones 
6.1 Conclusiones 
• Los aislamientos estudiados en el presente trabajo provienen de dos zonas distintas de país 
(Sabana de Bogotá y Departamento del Cesar) donde la presencia de arsénico en su ambiente 
ha sido evaluada previamente. La identificación molecular por 16S rARN mostró que las 
cepas estudiadas corresponden a 3 géneros bacterianos: Pseudomonas sp. en los aislamientos de 
la sabana de Bogotá, Bacillus sp. y Artrhobacter sp. en los aislamientos del Cesar. Todas estas 
especies son las que se encuentran comúnmente en suelos y se caracterizan por su alta 
resistencia y adaptabilidad a las condiciones ambientales que incluyen no solamente la 
exposición a metales pesados sino también a otros contaminantes de tipo orgánico y a la luz 
ultravioleta.  
• Se encontraron 16 cepas que contienen la bomba transportadora de arsénico ArsB con los 
iniciadores darsB1, reportados por Achour et al., 2007. La arsenato reductasa se buscó con la 
pareja de primers P52F y P323R, reportada por Bachate et al., 2009, donde se logró identificar 
en una cepa el gen arsC de la familia ArsCsa. No fue posible amplificar el gen que codifica para 
la enzima arsenito oxidasa con la pareja de iniciadores empleados. Estos resultados permiten 
estimar el mecanismo que usan estas bacterias para resistir ciertas concentraciones de arsénico 
donde la mayoría contienen el operón ars encontrado por PCR.  
• Las cepas provenientes de la sabana de Bogotá (cepas C-N) mostraron una resistencia a altas 
concentraciones de ambas formas del arsénico examinadas, excepto la cepa B que mostró muy 
baja o nula CMI. En las cepas provenientes del departamento del Cesar, se encontró que la 
cepa 6 tiene un valor de CMI para el arsenato mayor a 200 mM y para el arsenito mayor a 20 
mM. Las demás cepas fueron más resistentes a arsenato que a arsenito. Es posible que en las 
cepas que no se encontraron componentes del operón y mostraron resistencia a arsénico 
contengan otras familias de genes homólogos de alta diversidad los cuales no fue posible 
detectar con los iniciadores utilizados. 
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• Las mediciones de la capacidad oxidativa y/o reductora del metal por las bacterias, ya sea de 
forma cualitativa o cuantitativa, se intentaron realizar con métodos cualitativos (AgNO3) y 
métodos cuantitativos (formación de azul de molibdeno). Aún con los métodos reportados, 
los interferentes en la matriz de análisis no permitieron evaluar de forma clara el tipo de 
transformación que realizaban las bacterias estudiadas. Es necesario realizar los estudios 
usando una técnica de análisis que tenga un límite de detección más bajo o trabajar con 
concentraciones mayores de arsénico que permitan medir con más claridad las especies 
oxidadas o reducidas.  
 
6.2 Recomendaciones 
El presente estudio se realizó con organismos cultivables aislados a partir de suelos que tienen 
concentraciones moderadas de arsénico. Se encontraron 3 géneros distintos dentro de los aislamientos 
recuperados y de estos se evaluó la diversidad de los genes de resistencia. En el 42,8 % de los 
aislamientos no fue posible identificar componentes del operón ars ni subunidades molibdopterina de 
la arsenito oxidasa. Se sugiere usar parejas de iniciadores de arsenato reductasas ArsC, que estén 
dirigidos hacia la familia ArsCec, para buscar otros componentes del operón ars que se encuentra 
ampliamente distribuido; también buscar mecanismos de resistencia alternos como la reducción 
asociada a cadena respiratoria con los genes del operón arr (ver sección 1.5 Mecanismos de reducción).  
Otro mecanismo alterno, la resistencia por oxidación es de gran importancia a nivel ambiental en el 
ciclo del Arsénico ya que convierte el arsenito en la forma menos tóxica, más sorbente y menos móvil, 
características que son importantes para la eliminación por biorremediación de los ambientes donde el 
metal se encuentra en altas concentraciones. En el presente trabajo se exploró con una sola pareja de 
iniciadores para la arsenito oxidasa, así que es importante continuar la búsqueda empleando otras 
parejas de iniciadores reportados o diseñando sobre las secuencias que se han publicado hasta la fecha. 
Los genes de resistencia que se identificaron pertenecen únicamente a dos sitios del país donde 
previamente se han estudiado los suelos y se han encontrado altas concentraciones de arsénico. Sin 
embargo existen más lugares en el país (ej.: Antioquia; Caldas; Tolima; Nariño; Cauca y Norte de 
Santander) donde se ha reportado la presencia de yacimientos de arsénico y existe la posibilidad que las 
comunidades microbianas allí existentes tengan mecanismos de resistencia desconocidos. Siendo 
Colombia un país megadiverso, es posible que en estos sitios se encuentren enzimas que no hayan sido 
reportadas anteriormente y que sean de gran utilidad tanto en biotecnología industrial como ambiental. 
Estas exploraciones se podrían realizar no solamente aislando bacterias en medios complementados 
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con arsénico, sino que es necesario tener en cuenta que la cantidad de organismos cultivables en 
general es muy pequeña comparada con los organismos no cultivables. Un acercamiento 
metagenómico para identificar genes de resistencia a arsénico aportaría mucho para el conocimiento de 
la diversidad genética colombiana y permitiría la búsqueda de genes funcionales que en un futuro 
permitan mejorar procesos de biorremediación. Estos estudios ya se están realizando en el grupo de 
investigación. 
Para poder seleccionar estos genes de utilidad es importante evaluar la capacidad transformadora tanto 
oxidadora como reductora y para ello se requiere el desarrollo de una técnica de cuantificación que 
permita evaluar varios organismos al tiempo, de una manera eficaz y con límites de detección bajos 
con una sensibilidad que permita discriminar el metal transformado de la matriz biológica y que por 
supuesto sea de bajo costo.  
 
     
A. Anexo: Resultados de pruebas de 
resistencia y determinación de 
concentraciones mínimas inhibitorias 
En la Tabla A. se muestran los resultados de las pruebas realizadas con las cepas bajo estudio para la 
determinación de las concentraciones mínimas inhibitorias a arsenato de sodio, As (V), y a arsenito de 
sodio, As (III). 
 




As (V) As (III) TSA 
20 40 80 100 200 1 5 10 15 20 0 
W3110 + + + + + + + - - - + 
AW3110 - - - - - - - - - - + 
MG1655 + + + + + + + - - - + 
B - - - - - + - - - - + 
C + + + + + + + + + + + 
E + + + + + + + + + + + 
F + + + + + + + + + + + 
G + + + + + + + + + + + 
H + + + + + + + + + + + 
I + + + + + + + + + + + 
J + + + + + + + + + + + 
K + + + + + + + + + + + 
L + + + + + + + + + + + 
N + + + + + + + + + + + 
1 + + - - - - - - - - + 
2 + + + + - + + + - - + 
3 + + + + - + - - - - + 
4 + + + + + + + - - - + 
5 + + + + + + + + - - + 
6 + + + + + + + + + + + 
7 + + - - - + - - - - + 
8 - - - - - + + - - - + 
9 + + + + - + - - - - + 
10 + + + + + + + - - - + 
11 + + + - - + - - - - + 
12 + + + + + + + - - - + 
13 + + + + + + + - - - + 
14 + + + + + + - - - - + 
15 - - - - - - - - - - + 
16 + + + + + + - - - - + 
17 + + + + + + - - - - + 





B. Anexo: Composición de soluciones y 
medios de cultivo  
Soluciones 
Tampón PBS 
Preparación para 1L 
8 g NaCl 
0,2 g KCl 
1,44 g Na2HPO4 
0,24 g KH2PO4 
Ajustar pH a 7,4. Esterilizar en autoclave. 
Tampón TBE 10X (Tris-Borate-EDTA) 
Preparación para 1L.  
108 g base Tris [Tris(hidroximetil)aminometano] 
55 g ácido bórico 
7,5 g sal disódica de EDTA 
1L agua desionizada. 
Ajustar a pH 8.0. Esterilizar  autoclave. 
Medios de Cultivo 
Medio químicamente definido (CDM) (Muller et al., 2003) 
Solución A  Solución B  Solución C  
MgSO4⋅7H2O 81,2 mM Fe2SO4⋅7H2O 4,8 mM NaHCO3 950 mM 
NH4Cl 187 mM     
Na2SO4 70 mM     
K2HPO4 0,574 mM     
CaCl2⋅2H2O 4,57 mM     
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Lactato de Sodio 446 mM     
 
Para preparar 1L de medio CDM se agregan 100 mL de la Solución A, 2,5 mL de la Solución B y 10 
mL de la Solución C; se completa al volumen con agua desionizada estéril. La solución A se esteriliza 
por autoclave (120°C por 20 min). Las soluciones B y C se esterilizan por filtración usando membrana 
estéril de 0,22 µm. Todas las soluciones se preparan con agua desionizada estéril. 
Medio tris (Mergeay et al., 1985) 
Preparación para 1L.  
6,06 g Tris base 
4,68 g NaCl 
1,49 g KCl 
1,07 g NH4Cl 
0,43 g Na2SO4 
0,2 g MgCl2⋅6H2O 
0,03 g CaCl2⋅2H2O 
0,23 g Na2HPO4⋅12H2O 
0,005 g citrato férrico amónico 
Esterilizar por filtración. Agregar 1 mL Solución de elementos traza SL7 Biebl & Phening 
Solución de Elementos traza SL7 (Biebl y Pfennig, 1981) 
Preparación para 1L. 
1 mL de HCl 25% (v/v) 
70 mg ZnCl2 
100 mg MnCl2⋅4H2O 
60 mg H3BO3 
200 mg CoCl2⋅6H2O 
20 mg CuCl2⋅H2O 
20 mg NiCl2⋅6H2O 
40 mg NaMoO4⋅2H2O 
Esterilizar por filtración. 
Anexo B. Composición de soluciones y medios de cultivo 91 
 
Medio TSA (Trypticase Soy Agar)/ TSB (Trypticase Soy Broth) 
Preparación para 1L. 
17 g Digerido pancreático de caseína 
3 g Peptona de soya 
5 g NaCl 
2,5 g Na2HPO4 
2,5 g Dextrosa 
15 g Agar 
El medio TSB tiene la misma composición del medio TSA, pero no contiene agar. 
Esterilizar por autoclave. 
 
 
C. Anexo: Secuencias de los genes 
ribosomales y funcionales obtenidos en el 
estudio 
Genes 16S rRNA 
Sabana 
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>Cepa 7 16S rRNA 
TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAG










































> Consenso E1-E3 arsB 
ATTCTTCAAATGGGCGGCGCTTCATGTCGCTCGCTGGGGTCGGGGCAAAGGCGGACGTCTGTTTGCGCTGATGATCCTGC
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AroA 
Secuencia obtenida por los iniciadores dirigidos para este gen (no corresponde a ninguna proteína AroA) 











D. Anexo: Secuencias de aminoácidos 
deducidas en el estudio 
ArsB 
 Sabana 
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 Cesar 









E. Anexo: Iniciadores utilizados en el 
estudio 
Tabla E. Secuencias de los iniciadores utilizados en el estudio para la amplificación de genes ribosomales y genes 
de resistencia a arsénico 
Gen Característica Nombre Secuencia 5’-3’ Referencia 
16S rARN 
Región V4-V5 Com1 CAGCAGCCGCGGTAATAC Schwieger, 1998 909R CCGTCAATTCATTTGAGT Kato, 1997 
Región 16S 
rARN completa 
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Lane, 1991 




518F CCAGCAGCCGCGGTAATACG Macrogen-Corea 
800R TACCAGGGTATCTAATCC Macrogen-Corea 
arsB 
Familia arsB darsB1F GGTGTGGAACATCGTCTGGAAYGCNAC 
Achour, 2007 
darsB1R CAGGCCGTACACCACCAGRTACATNCC 
Familia Arc3 (1) dacr1F GCCATCGGCCTGATCGTNATGATGTAYCC dacr1R CGGCGATGGCCAGCTCYAAYTTYTT 
Familia Acr3 (2) dacr5F TGATCTGGGTCATGATCTTCCCVATGMTGVT dacr4R CGGCCACGGCCAGYTCRAARAARTT 
arsC Familia ArsCsa 
P52F AGCCAAATGGCAGAAGC Bachate, 2007 P323R GCTGGRTCRTCAAATCCCCA 
aroA Subunidad molibdopterina 
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